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Sa že tak

Au toi mu na bo le st nas ta je ka da imu ni sis tem ti je la po či nje na pa da ti vlas ti te 

an ti ge ne. Glav na zna čaj ka bo les ti je proiz vod nja vi so ko a%  ni tet nih au toan ti-

ti je la. Prim je nom raz li či tih teh ni ka raz vi ja ju se spe ci %  čni tes to vi za ot kri va nje 

au toan ti ti je la, kao što su imu no di fu zi ja, imu nob lot, imu no)  uo res cen ci ja, en-

zimski imunotes to vi i od ne dav no, pro toč na ci to met ri ja za tes to ve te me lje-

ne na is tov re me noj vi šes tru koj de tek ci ji spe ci % č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la 

(en gl.   ow cyto met ry for mul tip lex bea d-ba sed as says). Zbog va ri ja bil nos ti u 

tes to vi ma, koja je do ve la do ne dou mi ca u tu ma če nju re zul ta ta, neop hod no 

je pok re nu ti od go va ra ju ću stan dar di za ci ju teh ni ka i me to da. Za di jag nos tič ke 

tes tove, ko ji se te me lje na reak ci ji an ti ge n-au toan ti ti jelo, ne pos to je re fe ren-

tne me to de, ne ma toč no de %  ni ra ne vri jed nos ti stan dar da, a uzor ci se ru ma su 

he te ro ge ni te se raz li ku ju od stan dar da. Tvr tke ko je proiz vo de tes to ve za kli-

ničku di jag nos ti ku, čes to prim je nju ju poz na te ko mer ci ja lne tes to ve kao re fe-

ren tnu me to du, no veli ke raz li ke u ka lib ra ci ji tes ta vo de ka neod go va ra ju ćem 

tu ma če nju re zul ta ta tes ta. La bo ra to ri ji bi se mog li na ći u ne dou mi ci zbog teh-

ni ka ko je su re le van tne i pouz da ne u ot kri va nju pri sut nos ti svih kli nič ki zna-

čaj nih au toan ti ti je la. Is to dob no, pri mi je nje na me to da tre ba la bi bi ti vi so ko 

pro duk tiv na, dje lot vo rna, jed nos tav na za prim je nu i %  nan cij ski po volj na.

Stan dar di za ci ja au toi mu nih tes to va, bi lo da se ra di o „sta ri m“ ili „no vi m“ me-

to da ma, ključ na je za pos tav lja nje di jag no ze i pra će nje ši ro kog spek tra au toi-

mu nih bo les ti u kli nič koj prak si.

Ključ ne ri ječi: au toi mu ne bo les ti; au toan ti ti je la; di jag nos ti ka; teh no lo gija; 

stan dar di za ci ja

Ab stra ct

An autoim mu ne di sea se oc cu rs when the bo dyʹs im mu ne system be gi ns to 

at ta ck its own an ti ge ns. A hal lma rk is the pro duc tion of hi gh-a5    ni ty au-

toan tibo dies. Di7  e re nt tec hniques ha ve been used to de ve lop spe ci % c tes-

ts for au toan tibo dy de tec tion in clu di ng im mu no di7  u sion, im mu nob lot ti ng 

tec hniques, im mu no)  uo res cen ce, en zyme im mu noas says and re cen tly ) ow 

cyto met ry for mul tip lex bea d-ba sed as says. Due to a va ria bi li ty in as says that 

has led to con fu sion in re sul ts it is ine vi tab le to con du ct ap prop ria te stan-

dardi za tion for tec hniques and met ho ds. For diag nos ti cs tes ts ba sed on an 

an ti ge n-au toan tibo dy reac tion, the re are no re fe ren ce met ho ds, no exa ct va-

lue of the stan da rd and se rum sam ples are he te ro ge neous and di7  er from 

the stan da rd. Cli ni cal diag nos tic com pa nies of ten use a we ll res pec ted com-

mer cial te st as a re fe ren ce met hod and lar ge di7  e ren ces in te st ca lib ra tion 

lead to ina dequa te in ter pre ta tion of te st re sul ts. The la bo ra to ry may ha ve di-

lem mas about tec hniques that are re le va nt and re liab le to de te ct all cli ni cal ly 

sig ni %  ca nt au toan tibodies. At the sa me ti me, the ap plied met hod shou ld be a 

tool for hi gh throug hput, e5    cie nt, ea sy to use and inexpen si ve.

Stan dar di za tion of au toan tibo dy as say, whet her „ol d“ or „new“, is cri ti cal to 

their use in the cli nic to pre di ct diag no sis and treat a ve ry di ver se group of 

au toim mu ne di sor de rs.

Keywor ds: autoim mu ne di sea ses; autoan tibo dies; diag nos ti cs; tec hno lo-

gies; stan dar di za tion
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In tro duc tion

An autoim mu ne di sea se oc cu rs when the bo dy′s im mu-
ne system be gi ns to at ta ck its own an ti ge ns. In ge ne ral, 
the se di sea ses are as so cia ted wi th hu mo ral or ce ll-me dia-
ted im mu ne reac tio ns again st one or mo re of the bo dy’s 
own con sti tuen ts (1). When se lf-to le ran ce is dis tur bed as 

Uvod

Do au toimune bo les ti do la zi ka da imu ni sus tav poč ne na-
pa da ti svo je vlas ti te an ti ge ne. Op će ni to, te su bo les ti po-
ve za ne s hu mo ral nim i sta nič no pos re do va nim imu nim 
reak ci ja ma na jed no ili vi še sas tav nih di je lo va vlas ti tog ti-
je la (1). Ka da se po re me ti to le ran ci ja na vlas ti te an ti ge ne 
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kao re zul tat upal nih pa to ge na, pro mi je nje nog re cep to ra, 
ra di ja ci je ili ge net ske os no ve, sve to vo di po re me će nom 
fun kcio ni ra nju imu nog sus ta va, što na da lje re zul ti ra povi-
še nom razinom au toan ti ti je la u se ru mu. Di jag nos ti ka au-
toi mu ne bo les ti ovi si o pre poz na va nju kli nič kih sim pto-
ma po ve za nih s tom bo les ti i pove za na je s ot kri va njem 
pri sut nos ti autoan ti ti je la.

Kli ni ča ri kon ven cio nal no kla si P  ci ra ju au toi mu ne bo les ti 
kao sis tem ske ili or gan ske.

Kod sis tem skih au toi mu nih bo les ti ve lik je broj au toan ti-
ti je la vi so ko spe ci P  čan za od re đenu bo le st: an ti-dsDNA, 
an ti-Sm, an ti-ri bo so mal na P autoan ti ti je la u sis tem skom 
lu pu su erit ro ma to zu (SLE), an ti-to poi zo me ra za I (Scl-70) u 
skle ro der mi, au toan ti ti je la na cit ru li ni rane pro tei ne (an ti-
CCP) kod reu mat skog ar tri ti sa, an ti-SS-A/Ro, an ti-SS-B/La 
kod Sjögre no vog sin dro ma (SjS), an ti-U1-R NP, an ti-PM-Scl 
kod mi je ša ne bo les ti ve ziv nog tki va (engl. mixed con nec ti-
ve tis sue di sea se, MCTD) ili an ti-Jo-1 kod po li mio zi ti sa i der-
ma to mio zi ti sa.

Or gan ske au toi mu ne bo les ti po ve za ne su s au toan ti ti-
je li ma spe ci P č nima za glav ni obo lje li or gan, kao što su 
tireog lo bu lin (TGA) i en zim tireoid na pe rok si da za (TPO) 
kod ti roi di ti sa, in zu lin i au toan ti ti je la na de kar bok si la zu 
glu ta minske ki se li ne kod še ćer ne bo les ti ti pa I. i an ti-mi-
to hon drijska au toan ti ti je la kod pri marne bi li jar ne ci ro ze. 
Autoan ti ti je la mo gu uka zi va ti na sta tus ak tiv nos ti bo les ti 
ili pred vid je ti bu du će pa to ge no sta nje.

La bo ra to ri ji za di jag nos ti ku au toi munih bo les ti ana li zi ra ju 
i mje re sve ve ći bro j au toan ti ti je la ši ro kim spek trom teh-
ni ka i me to da (2).

Pr va me to da ot kri va nja an ti nuk lear nih an ti ti je la (en gl. an-
ti nuc lear an ti bo dy, ANA) bio je 1947. go di ne te st LE sta ni ca 
(en gl. Lu pus erythe ma to sus (LE) ce ll pre pa ra tion te st), ko jeg 
je pr vi prim je nio Har gra ves, što je po ve za lo au toi mu ne 
bo les ti sa sis tem skim lu pu som eritema to zu som (3). Teh ni-
ka imu nod  uo res cen ci je za ot kri va nje ANA, ko ja oz na ča va 
spe ci P č ne pod sku pi ne na te me lju nuk lear ne ili ci top laz-
mat ske kom po nen te, pred stav lje na je 1957. (4). Na red nih 
go di na la bo ra to rij ski struč nja ci i di jag nos tič ka in dus tri ja 
raz vi li su niz teh ni ka i raz li či tih me to da za ot kri va nje an-
ti ti je la (5).

Pr vi en zimski imu no te st pred stav ljen je 1972. i ota da su 
raz vi je ni raz li či ti ob li ci en zimskih imu notes to va, ko ji su bi-
li jed nos tav ne, vi so ko pro duk tiv ne ana li ze, ko je su se na-
da lje mog le au to ma ti zi ra ti i stan dar di zi ra ti (6,7).

Tra di cio nal ne me to de, te me lje ne na he maglu ti na cij skim 
reak ci ja ma, imu no di fu zi ji i do od re đe nog stup nja imu-
nod  uo res cen ci ji, sve se vi še zam je nju ju ma nje zah tjev-
nim tes to vi ma te me lje nim na tehni ka ma imu nob lota ili 
en zimskom imu no te stu (en gl. en zyme im mu noas say, EIA), 
ko ji je u ši ro koj prim je ni za ot kri va nje pri sut no sti ili kon-
cen tra ci je po je di nač nih an ti ti je la u bio loš kim te ku ći na-

a re su lt of in d am mato ry pat ho ge ns, al te red re cep tor, ra-
dia tion or ge ne tic bac kgrou nd, it lea ds to a dysfun ction 
of the im mu ne system, whi ch re sul ts in ele va ted au toan-
tibo dy in the se rum. The diag no sis of au toim mu ne di sea-
ses de pen ds on the iden ti P  ca tion of di sea se-as so cia ted 
cli ni cal sympto ms and is as so cia ted wi th the de tec tion of 
au toan tibo dies.

Cli ni cia ns con ven tio nal ly clas si fy au toim mu ne di sea ses 
as eit her syste mic or or ga n-spe ci P c.

For syste mic au toim mu ne di sea ses, va rieties of au toan-
tibo dies are hig hly spe ci P c for cer tain di sea ses, in clu di ng 
an ti-dsDNA, an ti-Sm, an ti-ri bo so mal P au toan tibo dies in 
syste mic lu pus erythe ma to sus (SLE), an ti-to poi so me ra se 
I (Scl-70) in scle ro der ma, au toan tibodies again st cit rul li-
ne-mo di P ed pro tei ns (an ti-CCP) in rheu ma toid ar thri tis, 
an ti-SS-A/Ro, an ti-SS-B/La in Sjögren‘s syndro me (SjS), an-
ti-U1-R NP, an ti-PM-Scl in mixed con nec ti ve tis sue di sea se 
(MCTD) or an ti-Jo-1 in po lymyo si tis or der ma to myo si tis.

Or ga n-spe ci P c di sea ses are as so cia ted wi th au toan tibo-
dies spe ci P c to the main aj  ec ted organ, li ke thyrog lobulin 
(TGA) and thyroid pe roxi da se en zyme (TPO) in thyroi di tis, 
in su lin and glu ta mic acid de car boxi la se au toan tibo dies 
in type 1 dia be tes mel li tus and an ti-mi toc hon drial au-
toan tibo dy in pri ma ry bil lia ry cir r ho sis. The au toan tibo-
dies may rep re se nt a sta tus of di sea se ac ti vi ty or pre di ct a 
fu tu re pat ho ge nic con di tion.

Au toim mu ni ty la bo ra to ries ana lyze and mea su re an in-
crea si ng num ber of au toan tibo dies em ployi ng a broad 
spec trum of tec hniques and met ho ds (2).

The P r st an ti nuc lear an ti bo dy (ANA) de tec tion met hod 
was the ″LE ce ll″ pre pa ra tion te st in 1947 by Har gra ves, 
whi ch lin ked au toim mu ni ty to the syste mic lu pus erythe-
ma to sus di sea ses (3). The im mu nod  uo res cen ce tec hnique 
for de tec tion ANA, whi ch de no tes spe ci P c sub types ba-
sed on the nuc lear or cytop la sm com po ne nt, was de sig-
ned in 1957 (4). In the yea rs fol lowi ng, la bo ra to ry scien tis-
ts and the diag nos ti cs in dus try ha ve de ve lo ped a va rie ty 
of tec hniques and dij  e re nt met ho ds for the de tec tion of 
an ti bo dies (5).

The P r st en zyme im mu noas say met hod was in tro du ced 
in 1972, and sin ce that ti me se ve ral dij  e re nt for ms of en-
zyme im mu noas says ha ve been de ve lo ped, whi ch we re 
sim ple, hi gh-throug hput ana lyses and cou ld be au to ma-
ted and stan dar di zed (6,7).

Tra di tio nal as says ba sed on he mag glu ti nation reac tio ns, 
im mu no dij  u sion and to so me deg ree, im mu nod  ue res-
cen ce are in crea sin gly bei ng rep la ced by le ss de man di ng 
tes ts ba sed on im mu nob lot ti ng tec hniques or en zyme 
im mu noas say (EIA), wi de ly used for de tec ti ng the pre sen-
ce or con cen tra tion of in di vi dual au toan tibo dies in bio lo-
gi cal d ui ds. The newly de ve lo ped mul tip lex im mu noas-
say enab les the si mul ta neous de ter mi na tion of dij  e re nt 
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ma. No vo raz vi jen vi šes tru ki imu no te st, gdje je ve li ki broj 
an ti ge na imob li zi ran na čvr stoj pod lo zi te smješ ten rav no 
ili u pros to ru na čes ti ca ma, omo gu ću je is to dob no ot kri-
va nje raz li či tih au toan ti ti je la (8).

Čim se po ja vi no va di jag nos tič ka ili teh nič ka no vo st te se 
po tvrdi kao koris na, di jag nos tič ke tvr tke počinju raz vi ja ti 
no vu teh no lo gi ju s ci ljem nje ne ko mer ci ja li za ci je. Sup rot-
no to me, raz voj stan dar da te če spo ri je i zah tje va sug las-
no st tvr tki za kli nič ku di jag nos ti ku i me di cin skih druš ta-
va (9). Stan dar di za ci ja teh ni ka i me to da je važ na jer omo-
gu ću je us po re di vo st re zul ta ta različi tih is tra ži va nja te 
po bolj ša va kli nič ko tu ma če nje na la za. Stan dar di za ci ja je 
mo gu ća ako su stan da rd i ana li ti iden tič ni, dok su bio loš ki 
uzor ci he te ro ge ni pa se raz li ku ju se od stan dar da.

Stan dar di za ci ja imu no tes to va za ot kri va nje au toan ti ti je la 
je slo že na, zbog či nje ni ce da ne pos to je čis ti stan da rd, re-
fe ren tne me to de niti stan dar dni re fe ren tni ma te ri ja li (en-
gl. stan da rd re fe ren ce ma te ria ls, SR Ms). Struč ne or ga ni za-
ci je ko je okup lja ju struč njake ko ji se ba ve stan dar di za ci-
jom imu no tes to va, pre poz na le su taj prob lem te za po če-
le raz vi ja ti se rum ske stan dar de u ko ji ma je mat ri ks sli čan 
mat rik su iz kli nič kih uzo ra ka. Spe ci P č no st imu no tes ta ug-
lav nom ovi si o spe ci P č nos ti epi to pa na anti ge nu ko ji od-
re đu je an ti ti je lo. Stan dar di za ci ja zah tje va pu no vre me na 
i nov ča nih sred sta va, ta ko da tvr tke za kli nič ku di jag nos-
ti ku obič no po se žu za čes to prim je nji vanim i us pje šnim 
ko mer ci ja lnim tes tovima kao re fe ren tnim me to da ma. Ve-
li ke raz li ke u ka lib ri ra nju tes to va, do ve le su do neod go va-
ra ju ćeg tu ma če nja re zul ta ta. Ima ju ći na umu prob le me u 
stan dar di za ci ji kod imu no lo gi je, spe ci P č no st au toan ti ti je-
la i an ti ge na, he te ro ge no st bio loš kog ma te ri ja la kao uzo-
ra ka ana li ze i poz na va ju ći pred nos ti i ma ne sta rih i no vih 
teh no lo gi ja pri ot kri va nju au toan ti ti je la, la bo ra to ri ji bi se 
mog li na ći u ne dou mici pri ot kri va nju pri sus tva svih kli-
nič ki zna čaj nih au toan ti ti je la. Ana li ze raz li či tih sus ta va is-
pi ti va nja ko je se ra de u la bo ra to ri ji ma ili u sklo pu ne kog 
kli nič kog is tra ži va nja, ni su uvi jek me đu sob no zam je nji ve 
što šte ti ti me di ci ni te me lje noj na do ka zi ma (10).

Stan dar di za ci ja „sta ri h“ ili „no vi h“ tes to va za ot kri va nje 
au toan ti ti je la pos ta je pri je ko pot reb na u kli ničkoj pri-
mjeni tih tes to va kod pos tav lja nja di jag no ze i pred la ga nja 
li je če nja za vr lo raz nov r snu sku pinu au toi mu nih po re me-
ća ja.

Iden ti '  ka ci ja ljud skih au toan ti ti je la –

od go vor no st la bo ra to ri ja

Labo ra to ri ji ko ji se ba ve di jag nos ti kom au toi munih bo-
les ti, prim je nju ju imu no tes to ve kao os nov nu teh ni ku ot-
kri va nja au toan ti ti je la, a ne an ti ge na (2). Važ ni an ti ge ni 
su dob ro opi sa ni te se prim je nju ju u me to da ma za ot kri-
va nje au toan ti ti je la. An ti ge ni se mo gu izo li ra ti iz jez gre 
zeč je pr sne žli jez de ili ljud ske sle ze ne ili mo gu bi ti re kom-

au toan tibo dies, in whi ch a lar ge num ber of an ti ge ns are 
im mo bi li zed on a so lid car rier in spa tial (planar) ar rays or 
spec tral (bea d-ba sed) ar rays (8).

As soon as a new diag nos tic or tec hni cal in ven tion ap-
proa ches and pro ves va luab le, cli ni cal diag nos tic com pa-
nies de ve lop the new tec hno lo gy and com mer cia li ze it. 
By con tra st, the de ve lop me nt of stan dar ds is slower and 
requires con sen sus from the cli ni cal diag nos ti cs com-
pa nies and the me di cal so cieties (9). Stan dar di za tion of 
tec hniques and met ho ds is im por ta nt be cau se it al lows 
the com pa ri son of re sul ts from dij  e re nt stu dies and im-
pro ves the cli ni cal in ter pre ta tion of the P n din gs. Stan dar-
di za tion is pos sib le if stan da rd and ana lytes are iden ti cal, 
but bio lo gi cal sam ples are he te ro ge neous and dij  er 
from the stan da rd.

Stan dar di za tion of im mu noas says met ho ds for au toan-
tibo dy de tec tion is diq    cu lt due to the fa ct that pu re 
stan da rd, re fe ren ce met ho ds and stan da rd re fe ren ce 
ma te ria ls (SR Ms) are not avai lab le. Pro fes sio nal or ga ni-
za tio ns of exper ts whi ch are in vol ved in im mu noas says 
stan dar di za tion ac ce pted the prob lem and star ted the 
de ve lop me nt of se ru m-ba sed stan dar ds in whi ch the 
mat rix is si mi lar to that in cli ni cal sam ples. The spe ci P  ci ty 
of an im mu noassay is de pen de nt main ly on the epi to pe 
spe ci P  ci ty of the an ti gen that is used for de ter mi na tion 
of the au toan tibody. Stan dar di za tion is ti me-con su mi ng 
and expen si ve, so cli ni cal diag nos ti cs com pa nies of ten 
use a we ll res pec ted com mer cial assay as a re fe ren ce 
met hod. Lar ge dij  e ren ces in as say ca lib ra tion lead to an 
ina dequa te in ter pre ta tion of the te st re sul ts. By ta ki ng in-
to con si de ra tion the stan dar di za tion prob le ms in im mu-
no lo gy, the spe ci P  ci ty of au toan tibo dies and an ti ge ns, 
the he te ro ge nei ty of bio lo gi cal ma te rial and by knowi ng 
the ad van ta ges and de P  cien cies of old and new tec hno-
lo gies in the de tec tion of au toan tibo dies, the la bo ra to ry 
cou ld fa ce a di lem ma about de tec ti ng all cli ni cal ly sig ni-
P  ca nt autoan tibo dies. Ana lyses of dij  e re nt te st syste ms 
ob tai ned in la bo ra to ries or in dij  e re nt cli ni cal stu dies are 
not always in ter chan geab le, whi ch im pai rs eviden ce-ba-
sed me di ci ne (10).

Stan dar di za tion of au toan tibo dy as say ″old″ or ″new″ is 
cri ti cal to their use in the cli nic to pre di ct diag no sis and 
treat a ve ry di ver se group of au toim mu ne di sor de rs.

Iden ti '  ca tion of hu man au toan tibodies – 

res pon si bi li ty of la bo ra to ry

Au toim mu ni ty la bo ra to ries use im mu noas says as the 
ba sic tec hnique for the de ter mi na tion of au toan tibo dies 
and not the an ti ge ns (2). Im por ta nt an ti ge ns ha ve been 
we ll des cri bed and they are ap plied in met ho ds that are 
used to de te ct au toan tibo dies. An ti ge ns can be pu ri P ed 
from nuc lei of rab bit thymus or hu man spleen or re com-
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bi nan tni. Mno gi od važ nih au toan tige na dob ro su ka rak-
te ri zi ra ni, što je važ no za raz li ko va nje me to da ko ji ma se 
ot kri va ju au toan ti ti je la (10,11).

Ot kri va nje au toan ti ti je la na ati ge ne SS-A/Ro, SS-B/La, Sm, 
RNP, Scl-70, PM-Scl i Jo-1 je kli nič ki vr lo ko ri sno kod sis-
tem skih au toi mu nih bo les ti.

An ti gen SS-A/Ro je ri bo nuk leop ro tein mo le ku lar ne ma-
se 60 i 52 kDa. Autoan ti ti je la pri sut na u se ru mu bo les ni ka 
mo gu bi ti us mje re na na ob je sas tav ni ce pro tei na.

An ti gen SS-B/La je fosfop ro tein mo le ku lar ne ma se 47 kDa 
po ve zan s mnoš tvom ma lih mo le ku la RNA unu tar sta ni ce.

An ti ge ni Sm i RNP pred stav lja ju sku pi nu he te ro ge nih mo-
le ku la ko je se sas to je iz pro tei na ko ji su po ve za ni s ma-
lim mo le ku la ma RNA. Autoan ti ti je la Sm rea gi ra ju s pro tei-
nom B/B′ mo le ku lar ne ma se 28kDa i D pro tei nom ma se 
14 kDa. Autoan ti ti je la RNP rea gi ra ju naj jače s pro tei nom 
ma se 70kDa i kod po je di nih bo les ni ka s C pro tei nom ma-
se 32 ili 20 kDa. Zbog zam r še ne pri ro de tih an ti ge na, me-
to de proiz vod nje tih an ti ge na za ko mer ci jal ne tes to ve vr-
lo su slo že ne.

An ti gen Scl-70 je pro tein mo le ku lar ne ma se 70 kDa, sad r-
ži 765 ami no ki se li na i dje lu je kao to poizo me ra za. Re kom-
bi na ntni Scl-70 je os jet ljiv, no po ka zu je vi so ku ak tiv no st 
en zi ma (4,6,7).

An ti gen PM-Scl je sklop od 11-16 pro tei na s mo le ku lar-
nom ma som ko ja va ri ra od 20 do 111 kDa (4).

An ti gen Jo-1 je iden ti čan his ti di l-tR NA-sin te ta zi i pri su tan 
je u ci top laz mi. Ve li ki epi top na la zi se u ami no-ter mal nom 
di je lu mo le ku le pro tei na.

Pos to ji ve lik broj dru gih an tige na ko ji se primje njuju za 
ot kri va nje au toan ti ti je la po ve za nih sa spe ci P č nim sis tem-
skim ili or gan skim au toi mu nim bo les ti ma. Kli nič ka ko-
ris no st re zul ta ta ovi si o kva li te ti la bo ra to rij skih tes to va. 
Idea lan di jag nos tič ki te st je vi so ko spe ci P  čan i os jet ljiv. 
Tako đer mo že pre poz na ti sve bo les ni ke ko ji bo lu ju od od-
re đe ne bo les ti te ne da je po zi tiv ne re zul ta te za is pi ta ni ke 
ko ji ne bo lu ju od bo les ti (11,12).

La bo ra to ri ji bi se mog li na ći u ne dou mi ci po pi ta nju teh-
ni ka ko je su važ ne i pouz da ne u ot kri va nju svih kli nič ki 
zna čaj nih autoan ti ti je la. Is tov re me no, pri mi je nje na me to-
da mo ra bi ti vi so ko pro duk tiv na, dje lot vor na, P  nan cij ski 
po volj na i la ko prim je nji va (13,14).

Na la bo ra to ri ji ma le ži od go vor no st proc je ne svake nove 
teh nike i no ve me to de ko riš te njem tes tnih se ruma bo-
les ni ka. Sus tav kon tro le kva li te te u kli nič ko-imu no loš kim 
la bo ra to ri ji ma uk lju ču je pro ce se za osi gu ra nje toč nos ti i 
po nov lji vos ti re zul ta ta. Speci P  ka ci ja tes ta za ot kri va nje 
au toan ti ti je la tre ba sad r ža va ti po dat ke o ro ku va lja nos ti 
tes ta, nje go voj pre ciz nos ti, gra nič nim vri jed nos ti ma i nji-
ho vom zna če nju, os jet lji vos ti i spe ci P č nos ti tes ta iz ko jih 
se mo gu iz ra ču na ti pre dik tiv ne vri jed nos ti i om jer vje ro-
jat nos ti (en gl. li ke li hood ra tio, LR) (15). Pro ce su kon tro le 

bi na nt. Ma ny of the im por ta nt au toan tige ns ha ve been 
we ll cha rac te ri zed, whi ch is im por ta nt for the dis tin cti ve-
ne ss of the met ho ds by whi ch means au toan tibo dies are 
de tec ted (10,11).

The de tec tion from au toan tibodies to an ti ge ns SS-A/Ro, 
SS-B/La, Sm, RNP, Scl-70, PM-Scl and Jo-1 is cli ni cal ly use-
ful in syste mic au toim mu ne di sea ses.

The SS-A/Ro an ti gen is a ri bo nuc leop ro tein wi th mo le cu-
lar weig ht of 60 and 52 kDa. The au toan tibodies pre se nt 
in the pa tien ts se rum may be di rec ted again st bo th of the 
pro tein com po nen ts.

The SS-B/La an ti gen is a 47 kDa phos phop ro tein as so cia-
ted wi th a va rie ty of sma ll RNAs wit hin the ce ll.

The Sm and RNP an ti ge ns are a group of he te ro ge neous 
mo le cu les con sis ti ng of pro tei ns whi ch as so cia te wi th 
sma ll RNAs. Sm autoan tibo dies rea ct wi th the 28 kDa pro-
tein B/B′, and the 14 kDa D pro tein. RNP au toan tibodies 
rea ct mo st stron gly wi th a 70 kDa pro tein and in so me 
pa tien ts wi th the 32 kDa or 20 kDa C pro tei ns. Be cau se of 
the com plex na tu re of the se an ti ge ns, the met ho ds used 
to pro du ce the se an ti ge ns for com mer cial tes ts are ve ry 
cri ti cal.

The Scl-70 an ti gen is a 70 kDa pro tein, con tai ns 765 ami-
noa ci ds and has a to poi so me ra se ac ti vi ty. The re com bi na-
nt Scl-70 is sen si ti ve and has a hi gh en zyme ac ti vi ty (4,6,7).

The PM-Scl an ti gen is a com plex of 11-16 pro tei ns wi th 
mo le cu lar weig hts va ryi ng from 20 to 111 kDa (4).

The Jo-1 an ti gen is iden ti cal to his ti di l-tR NA synthe ta se 
and is pre se nt in the cytop la sm. A ma jor epi to pe is in the 
ami no-ter mi nal por tion of the pro tein mo le cu le.

The re are a num ber of ot her an ti ge ns whi ch ha ve been 
used in as says for the de tec tion of au toan tibo dies as so-
cia ted wi th spe ci P c syste mic or or gan spe ci P c di sea ses. 
The cli ni cal use ful ne ss of the ana lysis’ re sul ts de pen ds on 
the qua li ty of the la bo ra to ry tes ts. An ideal diag nos ti cs 
te st has bo th, hi gh sen si ti vi ty and spe ci P  ci ty. It al so iden-
ti P es all pa tien ts wi th di sea ses and is not po si ti ve in tho se 
who do not ha ve di sea ses (11,12).

The la bo ra to ry may ha ve di lem mas about tec hniques 
that are re le va nt and re liab le to de te ct all cli ni cal ly sig ni-
P  ca nt au toan tibo dies. At the sa me ti me, the ap plied met-
hod mu st be a tool for hi gh throug hput, eq    cie nt, ea sy to 
use and inexpen si ve (13,14).

It is res pon si bi li ty of the la bo ra to ry to eva lua te ea ch new 
tec hnique and met ho ds wi th te st se ra from lo cal pa tien-
ts. Qua li ty ma na ge me nt in cli ni cal im mu no lo gy la bo ra-
to ries in clu de pro ce du res used to en su re the ac cu ra cy 
and rep ro du ci bi li ty of tes ts re sul ts and spe ci P  ca tion for 
au toan tibo dy tes ts shou ld in clu de da ta on te st va li di ty, 
pre ci sion, cu t-o j  va lue and their mea ni ng, and te st sen-
si ti vi ty and spe ci P  ci ty, from whi ch pre dic ti ve va lues and 
li ke li hood ra tio (LR) ra tio can be ge ne ra ted. (15). This pro-
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kva li te te tre ba pris tu pi ti u us koj me đu sob noj su rad nji di-
jag nos tič kih la bo ra to ri ja i kli ni ča ra, ko ji te že ka toč nim di-
jag no za ma i ok re nu ti su dob ro bi ti bo les ni ci ma (16).

Tehni ke i me to de za ot kri va nje an ti ti je la

Tes to vi pro bi ra za ot kri va nje au toan ti ti je la pro vo de se za 
mnoš tvo sis tem skih i or gan skih au toi mu nih bo les ti. Zah-
tje vi za pro vo đe njem tih tes to va znat no su po ras li, naj vi še 
zbog po ve ća nog poz na va nja pri ro de au toan ti ti je la. Is to-
dob ni raz voj no vih me to da i ana li tič kih sus ta va u kli nič koj 
imu no lo gi ji uk lju ču je nep re kidno po ve ća nje iz da ta ka za 
tes ti ra nje anti ti je la (13). Neod go va ra ju ća prim je na la bo ra-
to rij skih tes to va je dan je od naj češ ćih prob le ma kod au-
toi mu nih bo les ti, ko ji vo di ka pos tav lja nju ne toč nih di jag-
noza iz ko jih proiz la ze i neod go va ra ju ća li je če nja (2).

Imu no)  uo res cen ci ja

Teh ni ka in di rek tne imu nod  uo res cen ci je (en gl. in di re ct im-
mu noI  uo res cen ce, IIF), ko ja kao iz vor an ti ge na ko ris ti raz-
ne di je lo ve tki va ili ljud sku sta nič nu li ni ju tu mo ra (HE p-2), 
ima la je ve li ki ut je caj na di jag nos ti ku au toi mu nih bo les ti 
u ru tin skom la bo ra to rij skom ra du (17). Kod IIF, au toan ti ti-
je la iz bo les ni ko vih se ru ma pre poz na ju ne de P  ni ra ne an-
ti ge ne i da ju spe ci P č ne ob ras ce koji se tre ba ju tu ma či ti 
pre ma nji ho voj po ve za nos ti s bo les ti (Tab li ca 1.) (18).

Ob ras ci ma in di rek tne imu nod  uo res cen ci je po zi tiv nih 
uzo ra ka mo že se pro ci je ni ti ko je spe ci P č nos ti od re đe-
nog an ti ge na tre ba tra ži ti. Poz na to je da sta ni ce HE p-2, 
ko ji ma se ot kri va ju au toan ti ti je la ne ma ju za do vo lja va ju-
ću spo sob no st da va nja po zi tiv nih re zul ta ta IIF za anti ti je-

ce ss nee ds to be at ten ded by clo se col la bo ra tion of diag-
nos tic la bo ra to ries, expe rien ced cli ni cia ns who stri ve for 
an accura te diag no sis and pa tien ts (16).

Tec hniques and met ho ds used for the

de tec tion of an ti bo dies

Scree ni ng tes ts for au toan tibo dy de tec tion are per-
for med for a va rie ty of syste mic and or gan spe ci P c au-
toim mu ne di sea ses. Reques ts for the se tes ts ha ve ri sen 
re mar kab ly, main ly due to the in crea sed un der stan di ng 
of the na tu re of au toan tibo dies. A si mul ta neous de ve lop-
me nt of new met ho ds and ana lyti cal syste ms in cli ni cal 
im mu no lo gy has in vol ved a con stan tly in crea si ng expen-
di tu re of eco no mic re sour ces for the as say of an ti bo dies 
(13). Ina dequa te use of la bo ra to ry tes ts is one of the mo st 
freque nt prob le ms in au toim mu ni ty, lea di ng to in cor re ct 
diag no ses and ina dequa te treat me nt (2).

Im mu no)  uo res cen ce

The in di re ct im mu nod  uo res cen ce (IIF) tec hnique, whi ch 
uses va rious tis sue sec tio ns or the hu man tu mor ce ll li ne 
(HE p-2) as an an ti ge nic sour ce, has had ma jor im pli ca tio-
ns for the diag no sis of au toim mu ne di sea ses in a rou ti ne 
la bo ra to ry setti ng (17). In IIF, un de P  ned an ti ge ns are re-
cog ni zed by au toan tibo dies from the patien t´s se ra and 
yie ld spe ci P c pat ter ns whi ch mu st be in ter pre ted in their 
re la tion to di sea se as so cia tion (Tab le 1) (18).

The IIF stai ni ng pat te rn of a po si ti ve sam ple can be used 
to eva lua te whi ch ap prop ria te an ti gen spe ci P  ci ties to 
look for. It is known that the HE p-2 cel ls used for the de-

AA pat ter ns Di sea se as so cia tion Tar get or ga nel le or an ti gen

Spec kled SLE, SSc, SjS,MCTD, SCLE, NLS, Sm, RNP,SS-A/Ro, SS-B/La, PCNA, RNAP II/III, To po I

Ho mo ge neous/difuse SLE, DIL,SSc, AH dsDNA, chro ma tin, His to ne

Pe rip he ral/rim SLE, APS, AH Nuc lear en ve lo pe

Cen tro me re RP,lcSSc, CENP-A, B, C

Mi to tic ap pa ra tus SLE, SjS Nu MA1, Nu MA2 (HsE g5)

Nuc leo lar dcSSc, SLE, PM, RP PM/Scl, P b ril la rin (U3-RNP),
RNAP I/III, NO R-90 (hU BF)

Cytop las mic PM, DM, SLE, SjS,
PBC, SSc

Ri bo so mes, mi toc hon dria,
Gol gi com plex, cen tro so mes, en do so mes, GW bo dies, SRP, Jo-1

AA – au toan tibo dy; AH – au toim mu ne he pa ti tis; APS – an ti-phos pho li pid syndro me; CENP – cen tro me re pro tein; dcSS – dij  u se cu ta neous SSc; DIL 
– dru g–in du ced lu pus; DM – der ma to myo si tis; GW – glyci ne, tryptop han con tai ni ng; hU BF; 1cSSc – li mi ted cu ta neous SSc; MCTD – mixed con nec-
ti ve tis sue di sea se; NLS – neo na tal lu pus syndro me; NOR – nuc leo lar or ga ni zer; NuMA – nuc lear mi to tic ap pa ra tus; PBC – pri ma ry bi lia ry cir r ho sis; 
PCNA – pro li fe ra ti ng ce ll nuc lear an ti gen; PM – po lymyo si tis; RNAP – RNA po lyme ra se; RNP – ri bo nuc leop ro tein; RP – Raynau d´s phe no me non; 
SCLE – su ba cu te cu ta neous lu pus erythe ma to sus; SjS – Sjögren syndro me; SLE – syste mic lu pus erythe ma to sus; SRP – sig nal re cog ni tion par tic le; 
SSc – syste mic scle ro sis.

TAB LI CA 1. Ob ras ci d uo res cen ci je i nji ho va ve za sa spe ci P č nim 
autoan ti ti je la i bo lesti

TAB LE 1. Au toan ti bo dy pat ter ns and their re la tion to spe ci P c 
au toan ti bo dies and di sea se
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la na SS-A/Ro-52 i Jo-1 (his ti di l-tR N-sin te ta za) (19). Mno gi 
uzor ci iz se ru ma da ju zrnas te ili ho mo ge ne ob ras ce, ko ji 
se ne mo gu od mah pre poz na ti kao je dan od poz na tih ob-
ra za ca (17). Pri sut no st raz nih an ti ge na na od re đe nom di-
je lu tki va, re zul ti ra izvr snom ukup nom os jet lji voš ću. An ti-
nuk lear na an ti ti je la, ko ja ima ju ne de P  ni ra ne spe ci P č nos-
ti, mo gu se na ći u se ru mu bo les ni ka obo lje lih od ši ro kog 
spek tra au toi mu nih boles ti, za raz nih bo les ti, a po ne kad i 
kod zdra vih po je di na ca.

Ma njak spe ci P č nos ti mo že re zul ti ra ti tu ma čenjem ko je na-
vo di na kri vi zak lju čak što uka zu je na og ra ni če nja teh ni ke 
IIF za pot re be pro bi ra (6,11). Mik ros ko pi ja kod IIF je os jet-
lji va me to da, pa ipak, kod nje pos to je ne ka og ra ni če nja 
kao što su va ri ja ci je sup stra ta, neau to ma ti zi ra na iz ved ba, 
sub jek tiv no tu ma če nje re zul ta ta, nis ka po nov lji vo st i ma-
njak stan dar di za ci je. IIF zah tje va pu no vre me na, re zul ti-
ra nis kom pro duk tiv noš ću i po ve ća nim troš ko vi ma rad-
ne sna ge (20,30). Ka ko bi se prev la da la ova og ra ni če nja, 
ne dav no su uve de ni pot pu no au to ma ti zi ra ni IIF sus ta vi 
za tu ma če nje s prog ra mi ma za pre poz na va nje ob ra za ca. 
Stan dar di za ci ja tes ti ra nja au toan ti ti je la teh ni kom IIF os ta-
je ključ no i kri tič no pi ta nje u ru tin skom ra du la bo ra to ri ja i 
u nji ho voj me đu sob noj su rad nji, no to se sta nje mo že po-
bolj ša ti au to mat skim sus ta vom tu ma če nja (21).

Ana li za au toan ti ti je la teh ni kom IIF i da lje os ta je glav nom 
me to dom di jag nos ti ci ra nja, no ne ki struč nja ci tvr de da je 
ta teh ni ka zas tar je la i da je u ru tin skom la bo ra to rij skom 
ra du tre ba za mi je ni ti en zim skim imu no tes to vi ma ili vi šes-
tru kim tes to vi ma (22).

En zim ski imu no te st

En zim ski imu no te st ELISA (en gl. en zyme-lin ked im mu-
no sor be nt as say, ELISA) s an ti ge ni ma izo li ra nim iz jez gre 
ljud skih sta nič nih li ni ja kar ci no ma (HEp-2) i jez gre vi so-
ko pro čiš će nih an ti ge na ili iz re kom bi nan tnih an ti ge na 
je naj per spek tiv ni ji te st. Pos to je raz li ke iz me đu raz li či tih 
me to da en zim skih imu no tes to va, po go to vo što se po zi-
tiv nos ti re zul ta ta ti če (23-26). Izo la ci ja au toan ti ti je la iz pri-
rod nih iz vo ra, kao što je ljud sko tki vo ima ve li ko og ra ni če-
nje u pog le du po nov lji vos ti tes ta i nje go ve čis to će. Mno gi 
su pro tei ni pri sut ni sa mo u og ra ni če nom bro ju te nji ho va 
čis to ća zah tje va od stra nji va nje os ta lih po ten ci jal nih an ti-
gen skih ci lje va (17). Spe ci P č no st tes ta ELISA za mje re nje 
kon cen tra ci je au toan ti ti je la ja ko ovi si o kva li te ti pri mi je-
nje nih an ti ge na te je važ no da an ti gen ima iden tič nu sek-
ven cu, kon for ma ci ju i po st-tran sla cij ske mo di P  ka ci je kao i 
ljud ski an ti gen (20,27).

En zim ski imu no te st (en gl. en zyme im mu noas say, EIA) je 
da nas u ši ro koj upo ra bi za ot kri va nje spe ci P č nih nuk lear-
nih ili ci top laz mat skih an ti ge na raz li či tih sku pi na kod or-
gan skih imu no loš kih po re me ća ja, kao što su Gra veo va bo-
le st, pri mar na bi li jar na ci ro za, še ćer na bo le st ti pa I. ili sis-
tem skih imu no loš kih po re me ća ja ko ji zah va ća ju raz li či te 

tec tion of au toan tibo dies do not ha ve a sa tis fac to ry abi-
li ty to gi ve po si ti ve IIF re sul ts for an ti bo dies to SS-A/Ro-
52 and Jo-1 (hi stidi l-tR NA synthe ta se) (19). Ma ny se rum 
sam ples gi ve spec kled or grai ny ho mo ge nous stai ni ng 
pat ter ns whi ch can not be clear ly iden ti P ed as one of the 
known pat ter ns (17). The pre sen ce of va rious an ti ge nic 
tar ge ts on the tis sue sec tion re sul ts in an excel le nt ove ra ll 
sen si ti vi ty. An ti nuc lear an ti bo dies whi ch ha ve un de P  ned 
spe ci P  ci ties can be seen in the se rum from pa tien ts wi th 
a wi de va rie ty of au toim mu ne di sea ses, in fec tious di sea-
ses and in so me heal thy in di vi dua ls.

The lack of spe ci P  ci ty may re su lt in mis lea di ng in ter pre ta-
tion and de mon stra te the li mi ta tio ns of the IIF tec hnique 
for scree ni ng pur po ses (6,11). In di re ct im mu nod  uo res cen-
ce (IIF) mic ros co py is a sen si ti ve met hod; yet, it has so me 
li mi ta tio ns li ke sub stra te va ria tio ns, ma nual per for man ce, 
sub jec ti ve re su lt in ter pre ta tion, low rep ro du ci bi li ty and a 
la ck of stan dar di za tion. IIF is ti me-con su mi ng, re sul ti ng in 
a low throug hput and in crea sed per son nel cos ts. (20,30). 
In or der to over co me this li mi ta tion, ful ly au to ma ted IIF 
in ter pre ta tion syste ms wi th pat te r n-re cog ni tion sof twa-
re ha ve been in tro du ced re cen tly. Stan dar di za tion of au-
toan tibo dies tes ti ng by IIF re mai ns a cri ti cal is sue in and 
be tween rou ti ne la bo ra to ries and may be im pro ved by 
au toma ted in ter pre ta tion syste ms (21).

The ana lysis of au toan tibo dies by IIF re mai ns the hal lma-
rk of diag no sis, but so me in ves ti ga to rs ha ve clai med that 
this tec hnique is be co mi ng ou t-o f-da te and that it cou ld/
should be rep la ced by en zyme im mu noas says or mul tip-
lexed as says in the rou ti ne la bo ra to ry diag nos ti cs (22).

En zyme im mu noas say

The enzyme-lin ked im mu no sor be nt as say (ELISA) ba sed 
eit her on an ti ge ns pre pa red from hu man tu mor ce ll li ne 
(HE p-2) nuc lear extrac ts and hig hly pu ri P ed nuc lear an ti-
ge ns or from re com bi na nt an ti ge ns, has been the mo st 
pro mi si ng, but the main dij  e ren ces, in ter ms of po si ti ve-
ly re sul ts, amo ng va rious en zyme im mu noas say me thods 
ha ve been des cri bed (23-26). The iso la tion of au toan tige-
ns from na tu ral sour ces su ch as hu man tis sues has ma-
jor li mi ta tio ns wi th res pe ct to rep ro du ci bi li ty and pu ri ty. 
Ma ny pro tei ns are pre se nt on ly in li mi ted amoun ts and 
their pu ri P  ca tion requi res the re mo val of ot her poten tial-
ly an ti ge nic tar ge ts (17). The spe ci P  ci ty of ELI SAs for au-
toan tibo dy mea su re men ts is stron gly de pen de nt on the 
qua li ty of an ti ge ns used, and it is im por ta nt that an an ti-
gen shou ld ha ve exac tly the sa me sequen ce, con for ma-
tion and po st-tran sla tio nal mo di P  ca tions as the hu man 
an ti gen (20,27).

EIA is now wi de ly used for iden tifyi ng spe ci P c au toan-
tibo dies to nuc lear or cytop las mic an ti ge ns of dij  e re nt 
group of or ga n-spe ci P c di sor de rs, su ch as Gra ve´s di sea-
se, pri ma ry bi lia ry cir r ho sis, in su li n-de pen de nt dia be tes 
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or ga ne kao što su sis tem ska skle ro za, Sjör ge nov sin drom, 
mi je ša na bo le st vez nog tki va ili reu ma toid ni ar tri tis (18,28).

En zim ski te st HE p-2 ANA EIA je automa ti zi ra na me to da vi-
so ke po nov lji vos ti i in ter ne ka lib ra ci je ko ja je te melj stan-
dar di za ci je. Me đu tim, proc je na kli nič ki dob ro de P  ni ra nih 
uzo ra ka na slu ča ju bo les ni ka obo lje lih od skle ro der me 
en zim skim tes tom HE p-2 ANA EIA, da la je ni že po zi tiv ne 
re zul ta te od onih do bi ve nih me to dom ANA IIF (26,29). 
Mno ga su is tra ži va nja, pro ve de na u stan dar di zi ra nim uv-
je ti ma, po ka za la ana li tič ku va ri ja bil no st raz li či tih sus ta va 
is pi ti va nja.

Vi šes tru ki imu no tes to vi

Vi šes tru ki imu no tes to vi pod r ža va ju ot kri va nje vi šes tru kih 
au toan ti ti je la u jed nom po ku ša ju u is to vri je me.

Me to de ko je se te me lje na mik ro pos tro ju

Imu nob lot (en gl. li ne-blot im mu noas say) je vi šes tru ki imu-
no te st ko ji mo že pa ra lel no ana li zi ra ti raz li či te ti po ve au-
toan ti ti je la. Imu nob lot s tra ka ma (en gl. li ne as says) ko ris ti 
go to vo je di no re kom bi nan tne an ti ge ne, ko ji su imo bi li zi-
ra ni u rav nim li ni ja ma na naj lon skoj te st tra ci. Kad ih se 
in ku bi ra sa se ru mom, au toan ti ti je la iz uzor ka vežu se na 
li ni je an ti ge na na tra ci.

Ve za na au toan ti ti je la se vi zua li zi ra ju sus ta vom ot kri va nja 
bo jom, ko ji se te me lji na ak tiv nos ti al kal ne fos fa ta ze. Re-
zul ta ti se tu ma če us po red bom in ten zi te ta bo je li ni ja an-
ti ge na s onim li ni ja ma ko je pred stav lja ju gra nič nu vri jed-
no st (en gl. cu t-o J  li nes). Neke su pub li ka ci je po ka za le da 
će ma nji pos to tak IIF ANA ne ga tiv nih se ru ma pos ta ti po-
zi ti van is pi ta mo li ga imu nob lo tom s tra ka ma, po se bi ce 
oni za an ti-SS-A/Ro (10,31,32).

Teh no lo gi ja mik ro pos tro ja kod ko jeg su an ti ge ni smješ-
te ni rav no na dnu (en gl. pla nar) raz vi je na je i prim je nju je 
se za si mul ta no ot kri va nje raz li či tih au toan ti ti je la koriš te-
njem san dwi ch meto de imu no tes ta. Raz li či ti au toan tige-
ni imo bi li zi ra ni su na mik ro pos tro ju za jed no s kon trol nim 
pro tei ni ma. Ni zo vi se na kon to ga in ku bi ra ju se ru mom bo-
les ni ka te se ve za na au toan ti ti je la ot kri va ju oz na če nim 
se kun dar nim an ti ti je lom. Ve ći na for ma ta tes to va ko ji se 
te me lje na mik ro pos tro ju ko ris ti me to de ot kri va nja po-
mo ću kemilumi nescen ci je ili d uo res cen ci je (33,34).

Te st te me ljen na čes ti ca ma

Kao al ter na ti va mik ro pos tro ji ma, gdje su an ti ge ni smješ-
te ni rav no na dnu po su de, raz vi je na je pro toč na ci to met-
ri ja, za tes to ve te me lje ne na is tov re me noj vi šes tru koj 
de tek ci ji spe ci P č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la (en gl. I ow 
cyto met ry for mul tip lex bea d-ba sed as says). Ne dav no je 
za ot kri va nje ANA pred stav ljen ko mer ci jalni d uo res cen-
tni te st te me ljen na mik ros fe ri. Po ten ci jal no nis ki troš ko-
vi i uš te da u vre me nu mog li bi bi ti raz lo zi nje go ve češ će 
ru tin ske prim je ne u is tra ži va nju i kli nič kim la bo ra to ri ji ma 
(16). Sus tav imu no tes ta s teh no lo gi jom mik ro čes ti ca (en-

mel li tus or syste mic aj  ec ti ng dij  e re nt or gans li ke syste-
mic scle ro sis, Sjögren’s syndro me, mixed con nec ti ve tis-
sue di sea se or rheu ma toid ar thri tis (18,28).

The HE p-2 an ti nuc lear an ti bo dy EIA (HE p-2 ANA EIA) is 
an au to ma ted met hod wi th hi gh rep ro du ci bi li ty and in-
ter nal ca lib ra tion as a ba sis for stan dar di za tion. Howe ver, 
the eva lua tion of cli ni cal ly we ll-de P  ned sam ples in ca se 
of scle ro der ma pa tien ts wi th the use of HE p-2 ANA EIA 
for exam ple yiel ded a lower ra te of po si ti ve re sul ts com-
pa red to ANA IIF (26,29). Ma ny stu dies con duc ted un der 
stan dar di zed con di tio ns showed the ana lyti cal va ria bi li ty 
of dij  e re nt te st syste ms.

Mul tip lexed im mu noas says

Mul tip lexed im mu noas says sup po rt the iden ti P  ca tion of 
mul tip le au toan tibo dies from a sin gle de ter mi na tion in 
the sa me ti me.

Mic roar ray ba sed as says

The line-blot im mu noas say is a mul tip lexed im mu noas-
say whi ch allows the pa ral lel ana lysis of dij  e re nt types 
of au toan tibo dies. Li ne as says use re com bi na nt an ti ge-
ns al mo st exclu si ve ly whi ch are im mo bi li zed in straig ht 
li nes on a nylon te st strip. When in cu ba ted wi th se rum, 
au toan tibo dies that are pre se nt in the sam ple bou nd to 
the autoan tigen li nes on the strip. Bou nd au toan tibodies 
are vi sua li zed wi th a co lo r-de tec tion system that re lies on 
al ka li ne phos pha ta se ac ti vi ty. Re sul ts are in ter pre ted by 
com pa ri ng the co lor in ten si ties of the an ti gen li nes with 
tho se of the cut oj  li nes. So me pub li ca tio ns ha ve de mon-
stra ted that a few per ce nt of IIF ANA ne ga ti ve se ra wi ll be 
po si ti ve usi ng as say li ne as say, es pe cially for an ti-SS-A/Ro 
(10,31,32).

The pla nar mic roar ray tec hno lo gy was de ve lo ped and 
ap plied for the si mul ta neous de tec tion of dij  e re nt au-
toan tibo dies usi ng the san dwi ch im mu noas say for mat. 
Dij  e re nt au toan tige ns are im mo bi li zed on a mic roar ray 
alo ng wi th con trol pro tei ns. The ar rays are sub sequen tly 
in cu ba ted wi th pa tie nt se ra and bou nd au toan tibo dies 
are de tec ted by a la be led se con da ry an ti bo dy. Mo st of 
the mic roar ray as says for ma ts ap plied che mi lu mi nes cen-
ce or d uo res ce nce ba sed de tec tion met ho ds (33,34).

Bea d-ba sed as say

As an al ter na ti ve to pla nar mic roar rays, d ow cyto met ry 
for the ana lysis of bea d-ba sed im mu noas says has been 
de ve lo ped (31). Re cen tly a com mer cial ly avai lab le mic ros-
phe re-ba sed d uo res ce nt as say has been in tro du ced for 
the de tec tion of ANA. The po ten tial low co st and ti me sa-
vi ng may be a rea son for the rou ti ne use of the se as says 
in the re sear ch and cli ni cal la bo ratories (16). Im mu noas-
say syste ms wi th mic ro-bead tec hno lo gy and d ow cyto-
metry de tec tion (xMAP tec hno lo gy) ha ve been ap plied to 
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gl. mic ro-bead) i od re đi va nje pro toč nom ci to met ri jom 
(xMAP teh no lo gi ja) prim je nju je se za mje re nje kon cen tra-
ci je raz li či tih au toan ti ti je la. Sus tav ra bi po lis tren ske mik-
ro čes to ce in ter no oz na če ne raz li či tim om je ri ma dvaju 
raz li čitih d uo rok ro ma. Sva ki d uo rok rom mo že ima ti bi lo 
ko ji od 10 mo gu ćih stup nje va in ten zi te ta d uo res cen ci-
je, sto ga se stva ra sku pi na od 100 spek tar skih mjes ta na 
čes ti ca ma. An ti ge ni us mje re ni na au toan ti ti je la ve za ni su 
na mik ro čes ti ce. Sva ka od 100 mik ro čes ti ca ko ja se mo že 
raz li ko va ti po svo joj d uo res cen ci ji, no si spe ci P č ni imo bi-
li zi ran an ti gen za sva ko au toan ti ti je la. Is to dob no, ze le ni 
la ser ek sci ti ra vanj ski re por ter da za poč ne d uo res ce nciju 
ka ko bi uo čio i kvan ti P  ci rao spe ci P č ne reak ci je ve za ne za 
sva ko au toan ti ti je la (35). Ne ko li ko tvr tki do bav lja ko mer-
ci jal ne tes to ve za si mul ta no od re đi va nje raz li či tih au toan-
ti ti je la pro toč nom ci to met ri jom. Proc je na tes to va raz li či-
tih proiz vo đa ča za si mul ta no kvan ti ta tiv no od re đi va nje u 
is tom uzor ku od spe ci P č nos ti 9 an ti nuk lear nih au toan ti ti-
je la (dsDNA, SS-A/Ro, SS-B/La, Sm Sm/RNP, Scl-70, Jo-1, ri-
bo so mi i cen tro mera B) da la je dob re re zul ta te (36). Kli nič-
ka proc je na pro toč ne ci to met ri je za me to de te me lje ne na 
is tov re me noj vi šes tru koj de tek ci ji spe ci P č nih an ti nuk lear-
nih an ti ti je la, ko jom se is tov re me no ot kri va ju anti ti je la na 
ti reoid nu pe rok si da zu i ti reog lo bu lin re zul ti ra la je dob rim 
sla ga njem s me to dom ELISA (31).

Je dan prob lem kod ot kri va nja au toan ti ti je la kod bo les ni-
ka je ma njak stvar ne kvan ti ta tiv ne ka lib ra ci je zbog raz li-
či tih aP  ni te ta an ti ti je la na an ti ge ne (37). Me đu tim, glav no 
pi ta nje os ta je je su li kvan ti ta tiv ni po da ci do bi ve ni me to-
da ma te me lje nim na is tov re me noj vi šes tru koj de tek ci-
ji spe ci P č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la iden tič ni ili ba rem 
slič ni oni ma do bi ve nim prim je nom dru gih me to da (35). 
Os jet lji vo st, pouz da no st i toč no st ovih tes to va slič ne su 
kao i kod ELISA pro ce du ra (16,38).

Pro teo mič ka teh no lo gi ja za is pi ti va nje i di jag nos ti ci ra nje 
au toi mu nih bo les ti

Kli nič ka pro teo mi ka nu di mo guć nos ti ot kri va nja bio loš-
kih bi lje ga no vih bo les ti u tje les nim te ku ći na ma, sta ni ca-
ma i tki vi ma. Paž nja kli nič ke pro teo mi ke us re do to če na je 
na ana li tič ku i kli nič ku va li da ci ju i im ple men ta ci ju no vih 
di jag nos tič kih i te ra pij skih bi lje ga (39).

Mik ro pos troj pred stav lja va li di ra nu plat for mu za pro P  li ra-
nje kon cen tra ci je pro tei na i nji ho ve pos ttran sla cij ske mo-
di P  ka ci je. Pro teo mič ke teh no lo gi je s plat for ma ma mik ro-
pos tro ja an ti ge na omo gu ću ju ši ro ko po jas nu ka rak te ri za-
ci ju imu nih od go vo ra na stra ne i vlas ti te an ti ge ne ko ji bi 
mog li bi ti uk lju če ni u raz voj i nap re do va nje au toi mu ne 
bo les ti. Mik ro pos troji s an ti ge ni ma omo gu ću ju op sež ne 
ana li ze au toan ti ti je la us mje re nih na sto ti ne i ti su će an ti-
ge na, uk lju ču ju ći pro tei ne, pep ti de, nuk lein ske ki se li ne, 
mak ro mo le ku lar ne kom plek se (33).

au toan tibo dy mea su re me nt. The system uses po lystyre-
ne mic ros phe res la be led in ter nal ly wi th dij  e re nt ra tios 
of two dij  e re nt d uo roc hro mes. Ea ch d uo roc hro me can 
ha ve any of the 10 pos sib le le ve ls of d uo res cen ce in ten-
si ty, the re by crea ti ng a fa mi ly of 100 spec tral ly ad dres sed 
bead si te. The an ti ge ns cor res pon di ng to au toan tibo dies 
are bou nd to the mic ros phe res. Ea ch of the 100 mic ro bea-
ds that can be dij  e ren tia ted by their d uo res cen ce car ries 
a spe ci P c im mo bi li zed an ti gen for a sin gle au toan tibo dy. 
At the sa me ti me, a green la ser exci tes the exter nal re-
por ter d uo res cen ce to quan ti fy the spe ci P c reac tion re la-
ted to ea ch au toan tibo dy (35). Se ve ral com pa nies sup ply 
com mer cial tes ts for si mul ta neous mea su re me nt of dif-
fe re nt autoan tibo dies by d ow cyto met ry. The eva lua tion 
of a as say from dij  e re nt pro du ce rs for the si mul ta neous 
quan ti ta ti ve deter mi na tion in the sa me sam ple of ni ne 
an ti nuc lear au toan tibody spe ci P  ci ties (dsDNA, SS-A/Ro, 
SS-B/La, Sm Sm/RNP, Scl-70, Jo-1, ri bo so me and cen tro-
me re B) yiel ded good re sul ts (36). Cli ni cal eva lua tion of 
a mic ros phe re bea d-ba sed d ow cyto met ry as says for si-
mul ta neous de ter mi na tio nof an ti-thyroid pe roxi da se and 
an ti-thyrog lo bulin an ti bo dies showed good ag ree me nt 
wi th ELISA (31).

One prob lem in the de tec tion of au toan tibodies from 
pa tien ts is the la ck of true quan ti ta ti ve ca lib ra tion be cau-
se of the dij  e re nt aq    ni ties of the an ti bo dies to an ti ge-
ns (37). Howe ver, the ma jor ques tio ns re main re gar di ng 
whet her the quan ti ta ti ve da ta ob tai ned by mul tip lex 
bea d-ba se as says are iden ti cal to, or at the lea st si mi lar, 
to da ta ob tai ned usi ng ot her met ho ds (35). Sen si ti vi ty, re-
lia bi li ty and ac cu ra cy are si mi lar to tho se ob ser ved wi th 
ELISA pro ce du res (16,38).

Pro teo mic’s tec hno lo gies for the stu dy and diag no sis of
au toim mu ne di sea ses

Cli ni cal pro teo mi cs oj  ers op por tu ni ties to iden ti fy new 
di sea se bio mar ke rs in bo dy d ui ds, cel ls and tis sues. The 
fo cus of cli ni cal pro teo mi cs in on the ana lyti cal and cli ni-
cal va li da tion and im ple men ta tion of no vel diag nos tic or 
the ra py re la ted mar ke rs. (39)

Pro tein mic roar rays rep re se nt a va li da ted plat fo rm for 
pro P  li ng pro tein le ve ls and their post-tran sla tio nal mo di-
P  ca tio ns. Pro teo mic tec hno lo gies in clu di ng an ti gen mic-
roar ray plat for ms enab le the lar ge-sca le cha rac te ri za tion 
of im mu ne res pon ses against fo ri gen and se lf an ti ge ns 
that may be in vol ved in the de ve lop me nt and prog res-
sion of au toim mu ne diea se. An ti gen mic roar rays al low 
the com pre hen si ve ana lysis of au toan tibodies di rec ted 
again st hun dre ds to thou san ds of an ti ge ns, in clu di ng 
pro tei ns, pep ti des, nuc leic acids, mac ro mo le cu lar com-
plexes (33).
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Monok lo nal na ili po lik lo nal na an ti ti je la mo gu slu ži ti kao 
mo le ku lar ne pro be. Ni zo vi se is pi tu ju sta nič nom kul tu-
rom, nad ta lo gom, sta nič nim li za tom ili se ru mom. Ovis no 
o tome ko ja se mo le ku lar na pro ba prim je nju je, u uzor ku 
se pro teini ili an ti ti je la ve žu za rav no smješ ten niz. Se kun-
dar no an ti ti je lo oz na če no d uo res cen tnom bo jom pre poz-
naje ve za ne mo le ku le ili se to do ga đa di rek tno uko li ko 
je uzo rak oz na čen d uo res cen tnom bo jom. Raz li či ti či ta či 
mo gu pro či ta ti vri jed nos ti inku bi ra nih mik ro pos tro ja na 
an ti ti je li ma po prin ci pu rav nog vo đe nja (34).

Ia ko je pos tig nut nap re dak u ra zu mi je va nju fun kci je imu-
nog sus ta va, ra zu mi je va nje i poz na va nje na ru še ne re gu-
la ci je ko ja je u pod lo zi i spe ci P č nos ti au toi mu nog od go-
vo ra os ta je og ra ni če no. Al te ra ci je u ge ni ma ko ji kon tro-
li ra ju pu te ve re gu li ra ju ći to le ran ci ju na vlas ti te sta ni ce, 
ključ ne su u pa to ge ne zi tih bo les ti. Da nas pos to je teh no-
lo gi je DNA mik ro pos tro ja ko je pru ža ju mnoš tvo in for ma-
ci ja o pa to P  zio lo gi ji ko ja se na la zi u pod lo zi au toi mu nih 
bo les ti (40).

Prim je na pro teo mič kih teh ni ka u di jag nos ti ci ra nju au toi-
mu nih bo les ti, po mo ću ko jih se mo že pred vid je ti ti jek bo-
les ti, pred lo ži ti li je če nje od go va ra ju ćom te ra pi jom i prati-
ti ut je caj te ra pi je, ubu du će će pro mi je niti di jag nos tič ki 
pro ces (41).

Raz li ke u me to da ma

Raz vo jem no vih teh no lo gi ja ja vlja se pot re ba procje ne i 
stan dar di za ci je u od go va ra jućem ru tin skom ra du u kli nič-
kom la bo ra to ri ju (16).

Mno ga su is tra ži va nja, pro ve de na u stan dar di zi ra nim uv-
je ti ma, po ka za la ana li tič ku va ri ja bil no st raz li či tih sus tava 
is pi ti va nja (29). Spe ci P č nos ti i os jet lji vo st au toan ti ti je la na 
raz li či te an ti ge ne važ ne su zna čaj ke za pos tav lja nje di jag-
no ze, no va ri ja bil no st re zul ta ta ovi si o iz vo ru an ti ge na, po-
nov lji vos ti re zul ta ta tes ta, pre ciz nos ti i toč nos ti te kli nič-
koj ma ni fes ta ci ji bo les ti (10,42-45). Ne ka su is pi ti va nja po-
ka za la sla ga nja iz me đu me to da IIF ANA i EIA (6,23-25,29), 
dok su dru ga po ka za la raz li ke u re zul ta ti ma (17,26,42,46). 
Oda bir tes ta u ve li koj mje ri ovi si o kli nič kim okol nos ti ma, 
a viša spe ci P č no st i osjet lji vo st tes ta ja ko ovise o gra nič-
noj vri jed nos ti (6).

Vi šes tru ke teh no lo gi je za is tra ži va nje pro P  la au toan ti ti je la 
pred stav lja ju no ve teh no lo gi je. Mo guć no st is tov re me nog 
mje re nja ne ko li ko ana li ta ko ji su u ko re la ci ji (en gl. mul tip-
lexi ng) mo že prev la da ti ne ka og ra ni če nja kon ven cio nal-
nih me to da. Me đu tim, po da ci ni su u dob roj ko re la ci ji s re-
zul ta ti ma do bi ve nim IIF tes ti ra njem ili EIA te uka zu ju na 
vi so ke ra zi ne laž no po zi tiv nih i laž no ne ga tiv nih re zul ta ta 
(14,47-52). Pos to ji ne ko li ko važ nih raz li ka iz me đu tes ta te-
me lje nog na is tov re me nom vi šes tru kom ot kri va nju spe-
ci P č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la i ELISA tes to va. Prim je ri-
ce, te st te me ljen na is tov re me nom vi šes tru kom ot kri va-

Mo le cu lar pro bes can be mo noc lo nal or po lyclo nal an ti-
bo dies. Ar rays are pro bed wi th ce ll cul tu re, su per na ta nt, 
ce ll lysa te or se rum. De pen di ng on the mo le cu le pro be 
used, pro tei ns or an ti bo dies in the sam ple are bou nd to 
the pla nar ar ray. The bou nd mo le cu les are de tec ted by a 
se con da ry an ti bo dy mar ked wi th d uo res ce nt dye, or di-
rec tly if the sam ple has been d uo res cen tly la be led. The 
in cu ba ted chi ps can be read by a va rie ty of scan ne rs ba-
sed on pla nar gui de tec hno lo gy (34).

Al thou gh prog re ss towa rd un der stan di ng the immu ne 
fun ction has been ma de, the un der stan di ng of the un-
der lyi ng dysre gu la tion and au toim mu ne res pon se spe-
ci P  ci ty re mai ns li mi ted. Al te ra tio ns in ge nes that con trol 
pat hways re gu la ti ng se lf to le ran ce are cri ti cal in the pat-
ho ge ne sis of the se di sea ses. The DNA mic roar ray tec hno-
lo gies are now avai lab le and pro vi di ng a lar ge num ber of 
in for ma tion re gar di ng the un der lyi ng pat hop hysio lo gy 
of au toim mu ne di sea ses (40).

The ap pli ca tion of pro teo mic tec hniques in diag no si ng 
au toim mu ne di sea ses, pre dic ti ng a di sea se cour se, trea-
ti ng wi th the pro per the ra py and mo ni to ri ng the im pa ct 
of the the ra py wi ll chan ge the cur ren tly va lid diag nostic 
pro ce du re in the fu tu re (41).

Di5  e ren ce be tween met ho ds

Wi th the de ve lop me nt of new tec hno lo gies, the re is a 
need to eva lua te and stan dar di ze the tec hno lo gies or 
diag nos tic ki ts in an ap prop ria te clinical la bo ra to ry set-
ti ng (16).

Ma ny stu dies con duc ted un der stan dar di zed con di tio ns 
showed the ana lyti cal va ria bi li ty of dij  e re nt te st syste-
ms (29). Spe ci P  ci ties and sen si ti vi ties of au toan tibo dies 
again st dij  e re nt an ti ge ns are im por ta nt for the diag no-
sis, but va ria bi li ty in re sul ts de pe nd on the sour ce of an-
ti gen, as says rep ro du cibi li ty, pre ci sion and ac cu ra cy and 
cli ni cal ma ni fes ta tion of di sea ses. (10,42-45). So me stu-
dies showed ag ree me nt be tween IIF ANA and EIA (6,23-
25,29), whi le ot he rs de mon stra ted dij  e ren ces in re sul ts 
(17,26,42,46). The choi ce of te st is hig hly depen de nt on 
the cli ni cal set ti ng and hig her sen si ti vi ty and spe ci P  ci ty 
stron gly de pe nd on the cu t-o j  va lue (6).

Mul tip lex tec hno lo gies for the stu dy of au toan tibo dy 
pro P  les are the new tec hno lo gies. The pos si bi li ty of a 
si mul ta neous mea su re me nt of a num ber of cor re la ted 
ana lytes (mul tip lexi ng) over co mes so me li mi ta tio ns of 
con ven tio nal met ho ds. Howe ver, the da ta do not cor-
re la te we ll wi th re sul ts ob tai ned from IIF tes ti ng or EIA 
sug ges ti ng hi gh ra tes of bo th fal se-po si ti ve and fal se-
ne ga ti ve re su lts (14,47-52). The re are se ve ral sub stan tial 
dij  e ren ces be tween mul tip lex bea d-ba sed as says and 
ELI SAs. For exam ple, the mul tip lex bea d-ba sed as say 
uses d uo res cen ce as a re por ter system whe re ELI SAs use 
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nju spe ci P č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la ra bi d uo res cen ci-
ju kao sus tav iz vješ ta va nja, dok ELISA ko ris ti po ja ča va nje 
en zi ma u ko lo met rij skoj reak ci ji. Te st te me ljen na is tov re-
me nom vi šes tru kom ot kri va nju spe ci P č nih an ti nuk lear-
nih an ti ti je la hva ta li gan de na mik ročes ti ce u oto pi ni dok 
su kod me to de ELISA an ti ge ni smješ te ni na rav noj plo či 
s 96 ja ži ca. Me to da ELISA op će ni to is pi tu je jed no po jed-
no autoan ti ti jelo, dok je te st te me ljen na is tov re me nom 
vi šes tru kom ot kri va nju spe ci P č nih an ti nuk lear nih an ti ti je-
la vi šes truk i može si mul ta no rje ša va ti sva ki prob lem ko ji 
se po ja vi kao re zul tat analizi ra nja vi šes tru kih li ganda, kao 
što su npr. unak r sne reak tiv nos ti (53).

Pos to je mjer lji ve vari ja ci je u re zul ta ti ma do bi ve nih di jag-
nos tič kim ki to vi ma za tes to ve raz nih proiz vo đa ča (18,19). 
Te su me to de he te ro ge ne, pa raz li či ti iz vo ri an ti ge na i raz-
li či te gra nič ne vri jed nos ti mo gu dop ri ni je ti ve ćoj va ri ja-
bil nos ti re zul ta ta (5). Prob le matič ni ja je či nje ni ca, da čak i 
ako se prim je nju je is ti kit za ot kri va nje an ti ti je la od re đe ne 
reak tiv nos ti, mo že do ći do va ri ja ci ja re zul ta ta iz me đu la-
bo ra to ri ja (54).

Stan dar di za ci ja re zul ta ta tes to va os ta je

ne za do vo lja va ju ća

Re zul ta ti do bi ve ni u la bo ra to ri ji ma ili dru gim kli nič kim is-
tra ži va nji ma, nag la ša va ju pot re bu za dras tič nom stan dar-
di za ci jom prim je nji va nih pro ce sa i važ no st ne za vis nih ka-
lib ra to ra ili me đu na rod nih stan dar da.

Kli ni ča ri i proiz vo đa či tes to va sto je pred iza zo vom pru ža-
nja kvan ti ta tiv nih i de P  ni tiv nih mje re nja kon cen tra ci je au-
toan ti ti je la, ko ja se zas ni va ju na pouz da nim i po nov lji vim 
tes to vi ma, ko ji mo gu pru ži ti kli nič ki ko ris ne in for ma ci je s 
vi so kom spe ci P č noš ću i os jet lji voš ću. Prisut na raz no li ko st 
me to do lo gi ja tes to va od ra ža va slo že no st stan dar di za ci je 
tes to va (55).

Ne ko li ko je or ga ni za ci ja uk lju če no u raz ne as pek te stan-
dar di za ci je imu no tes to va. Na vr hu hi je rar hi je stan dar di-
za ci je na la zi se Me đu na rod na or ga ni za ci ja za stan dar di-
za ci ju (engl. In ter na tio nal Stan dar di za tion Or ga ni za tion, 
ISO). Svjet ska zdrav stve na or ga ni za ci ja (en gl. Wor ld Heal-
th Or ga ni za tion, WHO) iz da je stan dar de za kli nič ki va žne 
an ti ge ne ko ji se od re đu ju imu no tes to vi ma. Uz ta služ be-
na ti je la, pos to ji ne ko li ko struč nih or ga ni za ci ja ko je vo de 
pro jek te stan dar di za ci je imu no tes to va, npr. Me đu na rod-
na fe de ra ci ja za kli nič ku ke mi ju (en gl. In ter na tio nal Fe de-
ra tion of Cli ni cal Che mis try, IFCC), Me đu na rod na uni ja čis te 
i prim je nje ne ke mi je (en gl. In ter na tio nal Union of Pu re and 
Ap plied Che mis try, IUPAC), Ud ru ga ame ričkih pa to lo ga 
(en gl. Colle ge of Ame ri can Pat ho lo gis ts, CAP), Nacio nal no 
pov je ren stvo za stan dar de u kli nič koj ke mi ji (en gl. Na tio-
nal Com mit tee for Cli ni cal La bo ra to ry Stan dar ds, NCCLS).

Pov je ren stvo za stan dar di za ci ju au toan ti ti je la (en gl. Au-
toan tibo dy Stan dar di za tion Com mit tee, ASC) os no va no 

en zyme am pli P  ca tion of a co lo ri met ric reac tion. The mul-
tip lex bea d-ba sed as say cap tu res li gan ds on to sphe ri cal 
bea ds in sus pen sion whi le ELI SAs ge ne ral ly re ly upon d at 
sur fa ces in 96-well pla tes. The ELISA met hods ge ne ral ly 
stu dy one au toan tibo dy at a ti me, whi le mul tip lex bead 
ba sed as says are mul tip lexed and may be a sub je ct to any 
per tur ba tio ns that ari se from ana lyzi ng mul tip le li gan ds 
si mul ta neous ly, su ch as cro ss-reac ti vi ties. (53).

The re are mea su rab le va ria tio ns in the re sul ts ob tai ned 
from as say ki ts ob tai ned from dij  e re nt ma nu fac tu re rs 
(18,19). The se met ho ds are he te ro ge neous and dij  e re nt 
sour ces of an ti ge ns and dij  e re nt cut oj  va lues may con-
tri bu te to a va ria bi li ty of re sul ts (5). Mo re troub li ng is the 
ob ser va tion that even if the sa me ki ts are used to de te ct 
an ti bo dies of de P  ned reac ti vi ty, the re is an in te r-la bo ra-
to ry varia tion of re sul ts (54).

The stan dar di za tion of te st re sul ts re mai ns 

un sa tis fac to ry

Re sul ts ob tai ned in la bo ra to ries or in dij  e re nt cli ni cal 
stu dies un der li ne the need for a dras tic stan dar di za tion 
of the used pro ce du res and the im por tan ce of in de pen-
de nt ca lib ra to rs or in ter na tio nal stan dar ds.

Cli ni cal scien tis ts and as say ma nu fac tu re rs are chal len-
ged to pro vi de quan ti ta ti ve and de P  ni ti ve au toan tibody 
mea su re men ts ba sed on re liab le and rep ro du cib le as says 
whi ch can pro vi de cli ni cal ly use ful in for ma tion wi th hi gh 
spe ci P  ci ty and sen si ti vi ty. The avai lab le di ver si ty of te st 
met ho do lo gies red  ec ts the com plexity of as says stan dar-
di za tion (55).

Se ve ral or ga ni za tio ns are in vol ved in va rious as pe cts of 
im mu noas say stan dar di za tion. At the top of the stan-
dar di za tion hie rar chy is the In ter na tio nal Stan dar di za-
tion Or ga ni za tion (ISO). The Wor ld Heal th Or ga ni za tion 
(WHO) is sues stan dar ds for cli ni cal ly im por ta nt an ti gens 
de ter mi ned by im mu noas say. In ad di tion to these oq    cial 
bo dies, se ve ral pro fes sio nal or ga ni za tio ns ha ve pro je cts 
con cer ni ng im munoas say stan dar di za tion, e. g. the In ter-
na tio nal Fe de ra tion of Cli ni cal Che mis try (IFCC), In ter na-
tio nal Union of Pu re and Ap plied Che mis try (IUPAC), Col-
le ge of Ame ri can Pat ho lo gis ts (CAP), Natio nal Com mit tee 
for Cli ni cal La bo ra to ry Stan dar ds (NCCLS).

The Au toan tibody Stan dar di za tion Com mit tee (ASC) was 
es tab lis hed in the ear ly 1980s ba sed on the re cog ni zed 
nee ds for re fe ren ce hu man au toim mu ne se ra in stan dar-
di za tion (55). The Euro pean Au toim mu ni ty Stan dar di za-
tion Ini tia ti ve (EASI) was for med to dis cu ss how in te rac-
tion be tween la bo ra to ries and cli ni cal de par tmen ts cou ld 
be im pro ved in prac ti ce, how al go rit hms in au toan tibo dy 
tes ti ng cou ld be har moni zed and what an in ter na tio nal 
con ce pt of stan dar di za tion of diag nos tic stra te gies in this 
area shou ld be con si de red (56).
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je ra nih 80-ih go di na proš log sto lje ća, jer je pre poz na lo 
pot re bu za re fe ren tnim ljud skim au toi mu nim se ru mi ma u 
stan dar di za ci ji (55). Eu rop ska ini ci ja ti va za stan dar di za ci-
ju au toi munite ta (en gl. Eu ro pean Au toim mu ni ty Stan dar-
di za tion Ini tia ti ve, EASI) os no va na je ka ko bi se ras pra vi lo 
ka ko se u prak si mo že po bolj ša ti me đud je lo va nje iz me đu 
la bo ra to ri ja i kli nič kih od je la, ka ko se mo gu har mo ni zi ra-
ti al go rit mi kod tes ti ra nja au toan ti ti je la i ko ji bi se me đu-
na rod ni kon ce pt stan dar di za ci je di jag nos tič kih stra te gi ja 
tre bao uze ti u ob zir (56).

Zak lju čak

Labo ra to ri ji za di jag nos ti ku au toi munih bo les ti prim je-
nju ju imu no tes to ve kao os nov nu teh ni ku za ot kri va nje 
pri sut nos ti au toan ti ti je la. Sre diš nji i glav ni prin cip pos-
tup ka za sve di jag nos tič ke tes to ve ko ji is pi tu ju kon cen-
tra ci ju au toan ti ti je la je hva ta nje au toan ti ti je la iz se ru ma 
prim je nju ju ći imo bi li zi ra ne au toan tige ne. Me đu tim, pos-
to ji ve li ka va ri ja bil no st iz me đu tih tes tova ko ja vo di ka 
raz li ka ma u re zul ta ti ma, pos to ji va ri ja bil ni stu panj pouz-
da nos ti nji ho ve prim je ne, čak i mo guć no st pog reš nog di-
jag nos tici ra nja bo les ti kod bo les ni ka (57). Ne pos to ji uni-
ver zal no rje še nje tih prob le ma, no mo gu će je po bolj ša ti 
stu panj stan dar di za ci je teh ni ka i me to da. Stan dar di za ci ja 
je me đu na rod ni prob lem i po želj no je da jed na me đu na-
rod na or ga ni za ci ja u su rad nji sa svim or ga ni za ci ja ma od-
go vor nim za proc je nu kva li te te tes to va bu de od go vor na 
za koor di na ci ju iz me đu di jag nos tič kih znan stve ni ka, kli ni-
ča ra i tvr tki za kli nič ku di jag nos ti ku. U prak si to zna či da 
su la bo ra to ri ji od go vor ni za rje ša va nje ne dou mi ce oko 
prik lad ne prim je ne od go va ra ju ćih me to da za ot kri va nje 
au toan ti ti je la u su rad nji s la bo ra to rij skim struč nja ci ma, 
kli ni ča ri ma i proiz vo đa či ma.

Con clu sion

Au toim mu ni ty la bo ra to ries use im mu noas says as the ba-
sic tec hnique for the de ter mi na tion of au toan tibo dies. 
The central and main pro ce du re prin cip le for all au toan-
tibody diag nos tic as says is the cap tu re of au toan tibo dies 
from se rum usi ng im mo bi li zed au toan tigens. Howe ver, 
the re is an enor mous va ria bi li ty in the se te sts that has led 
to dij  e ren ces in re sul ts, a va riab le deg ree of con P  den ce 
in their uti li ty and even mis diag no sis of the pa tien t´s di-
sea se (57). The re is no uni ver sal so lu tion to re sol ve the se 
prob le ms, but it is pos sib le to im pro ve the stan dar di za-
tion le vel for tec hniques and met ho ds. Stan dar dization is 
an in ter na tio nal prob lem and it is de si rab le that one in ter-
na tio nal orga ni za tion in col la bo ra tion wi th all or ga ni za-
tio ns res pon sib le for qua li ty as ses sme nt of as says shou ld 
be res pon sib le for the coor di na tion be tween diag nos tic 
de ve lo pers, cli ni cia ns and cli ni cal diag nos ti cs com pa nies. 
In prac ti ce, the la bo ra to ries are res pon sib le to sol ve the 
di lem ma on sui tab le ap pli ca tio ns of res pec ti ve met ho ds 
for de tec ti ng au toan tibo dies in coo pe ra tion wi th the la-
bo ra to ry exper ts, cli nicia ns and ma nu fac tu re rs.
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