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Sažetak

An ti ti je lo ko je se u imu no ke mij skim me to da ma ko ris ti kao rea ge ns ot kri va 
cilj ni ana lit (an ti gen). Ia ko je ne ko va len tna ve za iz među ana li ta i kom ple men-
tar nog an ti ti je la spe ci fi čna, mo guće su lažno po zi tiv ne ili ne ga tiv ne in ter fe-
ren cije. Ne ke su in ter fe ren ci je slične in ter fe ren ci ja ma kod ke mij skih ana li za, 
a ne ke su svoj stve ne sa mo imu no ke mij skim ana li za ma. Na in ter fe ren ci je u 
imu no ke mij skim me to da ma tre ba po mis li ti ako se do bi je nep rih vat ljiv re zul-
tat, ako pos to ji ne li near no st pri likom raz r jeđiva nja, ako ne ma po du dar nos ti s 
os ta lim na la zi ma, od nos no kli ničkim po da ci ma, ako se raz ličitim imu no ke mij-
skim me to da ma do bi ju značaj no raz ličiti re zul ta ti od ređiva nja is tog ana li ta. U 
ovom će ra du bi ti opi sa ne ne ke od mo gućih in ter fe ren ci ja: 1) križna reak tiv-
no st s en do ge nim i eg zo ge nim sub stan ci ja ma ko je ne ma ju struk tu ru an ti ti-
je la; 2) križna reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sup stan ca ma ko je ima ju 
struk tu ru an ti ti je la; 3) pro zon ski učinak – hook efe kt; i 4) ut je caj mat rik sa. 
Poz na va njem i prepoz na va njem in ter fe ren ci ja u imu no ke mij skim ana li za ma 
mo gu se iz bjeći mo guće neželje ne pos lje di ce: pog reške u di jag no zi, li ječenju 
i praćenju us pješnos ti li ječenja, ne pot reb na do dat na la bo ra to rij ska is traživa-
nja, ne pot reb na te ra pi ja.

Ključne ri ječi: imu nokemij ske me to de; in ter fe renci je; križna reak tiv no st; 
pro zon ski učinak

Ab stra ct

In the im mu noas says, an an ti bo dy used as a rea ge nt, de tec ts an ana lyte (an-
ti gen) of in te re st. Al thou gh the non co va le nt bou nd be tween ana lyte and 
com ple men ta ry an ti bo dy is spe ci fi c, fal se-po si ti ve and fal se-ne ga tive in-
ter fe ren ces are pos sib le. So me in ter fe ren ces are si mi lar to tho se in che mi cal 
ana lyses and so me are typi cal on ly for im mu noas says. One shou ld sus pe ct in-
ter fe ren ces in fol lowi ng ca ses: upon re cei vi ng an unac cep tab le re su lt, if the re 
is no n-li nea ri ty during di lu tion, if the re is no ag ree me nt wi th ot her te st re-
sul ts or cli ni cal da ta, if diff  e re nt im mu noas says in de ter mi na tion of the sa me 
ana lyte pro vi de sig ni fi  can tly diff  e re nt re sul ts. This pa per re views so me of the 
pos sib le in ter fe ren ces: 1) cro ss-rea ctivi ty wi th en do ge nous and exo ge nous 
non an ti bo dy-struc tu red sub stan ces; 2) cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous 
and exo ge nous an ti bo dy-struc tu re sub stan ces; 3) the hook eff  e ct; and 4) the 
mat rix eff  e ct. By knowi ng and re cog ni zi ng in ter fe ren ces in im mu noas says, 
one can avoid pos sib le un de si red con sequen ces: diag nos tic er ro rs, treat me-
nt and mo ni to ri ng of its effi    ca cy, un ne ces sa ry ad di tio nal la bo ra to ry tes ti ng, 
un ne ces sa ry the ra py.

Key wor ds: im mu noas says; in ter fe ren ces; cro ss-reac ti vi ty; pro zo ne eff  e ct

Uvod
Raz voj imu no ke mij skih me to da, oso bi to zad njih tri de se-
tak go di na, re vo lu cio na li zi rao je la bo ra to rij sku me di ci nu. 
Prim je na no vih bi lje ga zav ršne reak ci je, no vih ob li ka tes-
to va, au tomati za ci ja, po nov lji vo st, br zi na iz vođenja i dos-

In tro duc tion
The de ve lop me nt of im mu noas says has re vo lu tio ni zed 
la bo ra to ry me di ci ne, es pe cial ly du ri ng the la st 30 yea rs. 
The im ple men ta tion of new en dpoi nt tra ce rs, new as say 
for ma ts, au to ma ti sa tion, rep ro du ci bi li ty, du ra tion ti me of 
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tup no st ana li za pri do ni je li su da imu no ke mij ske me to de 
pos ta nu sva kod nev na prak sa. Os nov no svoj stvo svih imu-
no ke mij skih me to da – od imu nop re ci pi ta cij skih do biočip 
me to da – je st da rea ge ns, ko jim se ot kri va ili kvan ti ta tiv-
no od ređuje cilj ni ana lit (an ti gen), sad rži an ti ti je lo. Ia ko je 
ne ko va len tna ve za iz među ana li ta i kom ple men tar nog 
an ti ti je la spe ci fi čna, mo guće su broj ne in ter fe ren ci je (Sli-
ka 1.) ko je uz ro ku ju do bi va nje lažno po većanih (po zi tiv-
na in ter fe rencija) (1-3) ili lažno sma nje nih re zul ta ta (ne ga-
tiv na in ter fe ren ci ja) (4,5). U sva kod nev nom ra du nužno 
je mis li ti na uvi jek pri sut ne pred vid lji ve i uvi jek mo guće 
nep red vid lji ve i nep re poz nat lji ve in ter fe ren ci je (6). Je dan 
od naj dras tični jih prim je ra pog reške u me di cin skoj prak-
si je st prim jer lažno-po zi tiv nog na la za hu ma nog korion-
skog go na dot ro pi na (hCG), opi san kod 22-godišnje žene 
ko ja je, zbog nep re poz na te in ter fe ren ci ja he te ro fi l nih an-
ti ti je la te sto ga traj no lažno-po zi ti vog na la za hCG, podvr-
gnu ta ne pot rebnim me di cin skim zah va ti ma: ke mo te ra pi-
ji, his te rek to mi ji i seg men tal noj plućnoj re sek ci ji (7). Taj je 
slučaj do bio po zor no st jav nih gla si la (o dšte ta 16 mi li ju na 
USD). Međutim, stručno-znan stve na pub li cis ti ka opi su je 
slične slučaje ve (8,9).
In ter fe ren ci je bi se mog le de fi  ni ra ti kao učinak tva ri pri-
sut nih u ana li tičkom sus ta vu ko je uz ro ku je prom je nu iz-
mje re ne vri jed nos ti u od no su na pra vu vri jed no st (10). 
Ne ke su in ter fe ren ci je svoj stve ne imu no ke mij skim me-
to da ma. Po seb ne prea na li tičke i ana li tičke in ter fe rencije 
ut ječu na kli ničko vred no va nje imu no ke mij skih na la za 
u us po red bi s os ta lim ke mij skim ana li za ma. Zbog oso bi-
tih svoj sta va imu no ke mij skih me to da (križna reak tiv no st 
an ti ti je la, spe ci fi čno st, og ra ničenja ana li tičke os jet lji vos ti, 
ut je caj mat rik sa, itd.) može doći do nes kla da la bo ra to rij-
skih na la za.
Proiz vođači rea gen sa za imu no ke mij ske ana li ze dužni su 
upo zo ri ti na te in ter fe ren ci je, a ne ke su obično naz načene 
u upu ta ma za iz vođenje ana li tičkog pos tup ka. In ter fe-
ren ci je ko je ovi se o ana li tu od no se se na in terak ci ju tva ri 
pri sut nih u bio loškom uzor ku i jed ne (1,11-16) ili više kom-
po ne na ta iz rea gen sa (17,18). Učinak in ter fe ren ci je obično 
ovi si o kon cen tra ci ji in ter fe ren ta (12,19). Inter fe ren ci je ko-
je ovi se o ana li tu pod ra zu mi je va ju spo je ve ko ji su struk-
tur no slični ana li tu. Zbog to ga ti spo je vi rea gi ra ju križno 
s an ti ti je lom, ili os ta lim pro tei ni ma u uzor ku, prim je ri ce 
au toan ti ti je li ma pre ma ana li tu, he te ro fi l nim an ti ti je li-
ma, hu ma nim an ti-a ni mal nim an ti ti je li ma (12). Na jče šće 
opi si va ne in ter fe ren ci je su one pri od ređiva nju hor mo-
na (5,20-24), tu mor skih bi lje ga (25), li je ko va i me ta bo li ta 
(26,27), tro po ni na (29-31), te pri se ro loškim ana li za ma (32-
33). Opi sa no je da an ti ti je la pre ma ana li tu (au toan ti ti je la) 
uz ro ku ju in ter fe ren ci je za broj ne ana li te, prim je ri ce za ti-
roid ne hor mo ne (ukup ne i slo bod ne ob li ke), ti reog lo bu-
lin, pro lak tin (mak rop ro lak ti ne mi ja može ima ti kao pos-
lje di cu hi per pro lak ti ne mi ju, a da ne pos to ji bo les ti hi po-
fi  ze), tes tos te ron, izu lin (12). An ti ti roid na au toan ti ti je la su 

as say and avai la bi li ty of ana lyses ha ve con tri bu ted for im-
mu noas says to be co me eve ryday prac ti ce. The main cha-
rac te ris tic of all im mu noas says – from im mu nop re ci pi ta-
tion to bioc hip as says – is that the rea ge nt that dis co ve rs 
or quan ti fi es the tar get ana lyte (an ti gen) con tai ns the an-
ti bo dy. Des pi te the spe ci fi  ci ty of the non co va le nt bo nd 
be tween ana lyte and com ple men ta ry an ti bo dy, nu me-
rous in te rferen ces (Fi gu re 1) are pos sib le, and can cau se 
fal se in crea se (po si ti ve in ter fe ren ce) (1-3) or fal se dec rea-
se of mea su red re su lt (ne ga ti ve in ter feren ce) (4,5). In eve-
ry re sear ch, it is ne ces sa ry to thi nk about always pre se nt 
pre dic tab le and always pos sib le un pre dic tab le and un-
re cog ni zab le in ter fe ren ces (6). One of the mo st dras tic 
exam ples of er ror in me di cal prac ti ce is the ca se of fal-
se po si ti ve chorio nic go na dot ro pin (hCG) te st re su lt, des-
cri bed wi th 22 year old wo men who un de rwe nt, due to 
un re cog ni zed in ter fe ren ce of he te rop hi lic an ti bo dies fol-
lowed by per ma ne nt fal se po si ti ve hCG te st re su lt, un ne-
ces sa ry me di cal in ter ven tio ns: che mot he ra py, hysterec-
to my and seg men tal lun gs re sec tion (7). That ca se won a 
lot of pub lic at ten tion (16 mil lion USD da ma ge was paid). 
Mo reo ver, scien ti fi c li te ra tu re off  e rs si mi lar ca ses (8,9).
In ter fe ren ces may be de fi  ned as the eff  e ct of sub stan ces 
pre se nt in an ana lytical system whi ch cau ses de via tion 
of the mea su red va lue from the true va lue (10). So me in-
ter fe ren ces are typi cal for im mu noc he mi cal met ho ds (11) 
The spe cial pre-a na lyti cal and ana lyti cal in ter fe ren ces ha-
ve their im pac ts on the cli ni cal eva lua tion of im mu noche-
mi cal fi n din gs, com pa red to ot her che mis try met ho do-
lo gies. Due to the spe ci fi c fea tu res of the im mu noas say 
tec hnique (cro ss-reac ti vi ty of the an ti bo dies, spe ci fi  ci ty, 
tec hno lo gy-de pen de nt sen si ti vi ty li mi ts, the mat rix eff  e-
ct, etc.), whi ch mig ht cau se mislea di ng la bo ra to ry re po rt.
Manu fac tu re rs of rea gen ts for im mu noas says are ob li ged 
to wa rn again st the se in ter fe ren ces, and so me of them 
can usual ly be fou nd in in struc tio ns for ana lytic pro ce du-
re. Ana lyte-de pen de nt in ter fe ren ces re la te to in te rac tion 
of sub stan ces pre se nt in bio lo gi cal sam ple and one (1,11-
16) or mo re rea ge nt com po nen ts (17,18). The in ter fe ren-
ce eff  e ct usual ly de pen ds on con cen tra tion of in ter fe ri ng 
sub stan ce (12,19). The se ana lyte-de pen de nt in ter fe ren-
ces in clu de com poun ds that are struc tural ly si mi lar wi th 
ana lyte. The re fo re, they cro ss-rea ct wi th the an ti bo dy or 
ot her pro tei ns in the sam ple, e.g. au toa na lyte an ti bo dies, 
he te rop hi le an ti bo dies, hu man an ti-a ni mal an ti bo dies or 
rheu ma toid fac to rs (12). The mo st frequen tly des cri bed 
in ter ferences are the ones oc cur ri ng du ri ng hor mo ne 
de ter mi na tion (5,20-24), tu mor mar ke rs (25), dru gs and 
me ta bo li tes (26-28.), tro po nin (29-31) and du ri ng se ro-
lo gi cal ana lyses (32,33). Au toa na lyte an ti bo dies (au toan-
ti bo dies) ha ve been des cri bed to cau se in ter fe rences for 
a num ber of ana lytes, e.g. thyroid hor mo nes (to tal and 
free for ms), thyrog lo bu lin, pro lac tin (mac rop ro lac ti nae-
mia can re su lt in hyper pro lac ti nae mia wit hout pi tui ta ry 
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nađena u bo les ni ka s Graveso vom bo les ti, Has hi mo to vim 
ti reoi di ti som, hi per ti reoi diz mom na kon li ječenja, u bo les-
ni ka s gušom, kar ci no mom ili ne-ti reoid nim au toi mu nim 
sta nji ma. Pri sus tvo reu ma to dnog fak to ra u se ru mu može 
uz ro ko va ti lažno po većane kon cen tra ci je tro po ni na, kao 
i in terfe ri ra ti kod is pi ti va nja fun kci je štit njače. Zbog ste-
ričkog blo ki ra nja reak ci je ana li t-an ti ti je lo, pa rap ro tein 
može ta kođer in ter fe ri ra ti u imu no ke mij skim ana li za ma.
Na in ter fe ren ci je u imu no ke mij skim me to da ma tre ba po-
mis li ti ako se do bi je nep rih vat ljiv rezul tat, ako pos to ji ne-
li near no st pri li kom raz r jeđiva nja, ako ne ma po du dar nos ti 
s os ta lim na la zi ma, od nos no kli ničkim po da ci ma, ako se 
raz ličitim imu no ke mij skim me to da ma do bi ju značaj no 
raz ličiti re zul ta ti od ređiva nja is tog ana li ta. Ne poz na va nje 
i nep re po znava nje in ter fe ren ci ja može ima ti kao pos lje di-
cu pog reške u di jag no zi, li ječenju i praćenju us pješnos ti 
li ječenja, ne pot reb na do dat na la bo ra to rij ska is traživa nja, 
ne pot reb nu te ra pi ju (kod lažno sma nje ne kon cen tra ci je 
ana li ta bo les nik se može pre do zi ra ti). Većina je in ter fe-
ren ci ja svoj stve na svim ob li ci ma imu no ke mij sih me to da 
(Tab li ca 1.), a ne ke se in ter fe ren ci je od no se na po je di ne 
me to de.
Interferirajuća an ti ti je la mo gu ut je ca ti na sve vr ste imu-
no ke mij skih ana li za, ali su na jče šća u sa tu ra cij skim ana-
li za ma. Raz log to me je st taj što sa tu ra cij ske ana li ze pod-
ra zu mi je va ju su višak oba ju an ti ti je la (pri mar nog i obi-
lježenog). Nji ho va je kon cen tra ci ja veća od uo bičaje ne 
kon cen tra ci je ana li ta, pa se reak ci ja od vi ja vr lo br zo u 
uv je ti ma ve li ke ana li tičke os jet lji vosti. Bi lo ko je an ti ti je lo 
iz se ru ma ko je ima i nez na tan afi  ni tet pre ma pri mar nom 
i obi lježenom an ti ti je lu može s nji ma stva ra ti mjer lji vi 
kom ple ks. Sva an ti ti je la se ru ma ko ja su do volj no ve li ka da 
mo gu ve za ti is to dob no dva an ti ti je la iz rea gen sa, na kra ju 
daju mjer lji vi sig nal. Je dan od čestih prim je ra in ter fe re na-
ta su idio tip ska an ti ti je la, prim je ri ce reu ma to di ni fak to ri 
ko ji sad rže križno reak tiv ne idio to pe (25).
U ovom će ra du bi ti pob liže opi sa ne ne ke od mo gućih 
in ter fe ren ci ja svoj stve nih imu no ke mij skim me to da ma, 
pog la vi to one ko je bi kli nički bio ke mičar mo rao poz na-
va ti: 1) križna reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sup-
stan ca ma ko je ne ma ju struk tu ru an ti ti je la; 2) križna reak-

di sea se), tes tos te ro ne, in su lin (12). An tit hyroid au toan ti-
bo dies ha ve been fou nd in pa tien ts wi th Gra ves’ di sea se, 
Has hi mo to’s thyroi di tis, hyper thyroi di sm af ter treat me nt, 
goi ter, car ci no ma or no n-thyroid au toim mu ne con di tio-
ns. The pre sen ce of rheu ma toid fac to rs in se rum can cau-
se fal se ly ele va ted va lues in tro po nin as says as we ll as in 
thyroid fun ction met ho ds. Al so, pa rap ro tein can in ter fe-
re in im mu noas say by ste ri cal bloc ki ng ana lyte-an ti bo dy 
reac tion.
One shou ld sus pe ct in ter fe ren ces in im mu noas says upon 
re cei vi ng an unac cep tab le re su lt, if the re is no n-li nea-
ri ty du ri ng di lu tion, if the re is no ag ree me nt wi th ot her 
te st re sul ts or cli ni cal da ta, if diff  e re nt im mu noas says in 
de ter mi na tion of the sa me ana lyte pro vi de sig ni fi  can tly 
diff  e re nt re sul ts. Unawa re ne ss and no n-re cog ni tion of 
in ter fe ren ces cou ld lead to diag nos tic er ro rs, inadequa-
te treat me nt and mo ni to ri ng of its effi    ca cy, un ne ces sa ry 
la bo ra to ry tes ts, un ne ces sa ry the ra py (fal se ly low ana lyte 
con cen tra tion can lead to pa tie nt over do se). Most of the 
in ter fe ren ces are typi cal for all im mu noas says (Tab le 1) 
and so me re la te to single met ho ds.
Inter fe ri ng an ti bo dies can aff  e ct all types of im mu noc-
he mi cal ana lyses, but they are mo st frequen tly pre se nt 
in sa tu ra ti ng ana lyses. That is be cau se in sa tu ra ti ng ana-
lyses we ha ve an exce ss of bo th an ti bo dies (the cap tu re 
and the tra cer one). Their con cen tra tion is hig her than 
the usual ana lyte con cen tra tion and the reac tion oc cu-
rs ve ry fa st in con di tio ns of hi gh ana lytic sen si ti vi ty. Any 
se rum an ti bo dy ha vi ng on ly slig ht affi    ni ty to the cap tu-
re and the tra cer an ti bo dy can to get her wi th them create 
a mea su rab le com plex. All se rum an ti bo dies big enou gh 
to bi nd si mul ta neous ly two an ti bo dies from the rea ge nt 
in the en dpoi nt, pro vi de a mea su rab le sig nal. One of the 
com mon exam ples of in ter fe ri ng sub stan ces are idio to-
pic an ti bo dies, e.g. rheu ma toid fac to rs con tai ni ng cro ss-
reac ti ve idio to pes (25).
This pa per gi ves a clo se re view of so me of the pos sib le in-
ter fe ren ces typi cal for im mu noas says, es pe cial ly of tho se 
of grea ter im por tan ce for a cli ni cal bioc he mi st: 1) cro ss-
reac ti vi ty wi th en do ge nous and exoge nous non an ti bo-
dy-struc tu red sub stan ces; 2) cro ss-reac ti vi ty wi th en do-

Inter fe ren ce Met ho ds

Cro ss-reac ti vi ty All, but mos tly com pe ti ti ve

Pro zo ne eff  e ct (hook efe ct) Nep he lo met ric, tur bi di met ric, sa turati ng

Mat rix All

An ti bo dies All, but mos tly sa tu ra ti ng

TAB LI CA 1. In ter fe ren ci je kod po je di nih imu no ke mij skih me to da TAB LE 1. In ter fe ren ces in par ti cu lar im mu noas says
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tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sup stan ca ma ko je ima-
ju struk tu ru an ti ti je la; 3) pro zon ski učinak - hook efe kt; i 4) 
ut je caj mat rik sa.

Križna reak tiv no st s en do ge nim i
eg zo ge nim sup stan ca ma ko je ne ma ju 
struk tu ru an ti ti je la
Križna je reak tiv no st na jče šća in ter fe ren ci ja u imu no ke-
mi ji, ali na jče šće u kom pe ti tiv nim me to da ma. Ra di se o 
nespe ci fi čnom ut je ca ju tva ri u uzor ku, ko ja je struk tu ral-
no slična ana li tu (ima jed na ke ili slične epi to pe kao ana lit) 
te nad meće se za vez no mjes to na an ti ti je lu (34). Stu panj 
in ter fe ren ci je uz ro ko va ne križnom reak tiv no šću ovi si o tri 
čim be ni ka: spe ci fi čnosti an ti ti je la, ob li ku tes ta i prip re mi 
uzor ka (35). Na jče šći su prim je ri pri li kom od ređiva nja kon-
cen tra ci je hor mo na, li je ko va, spe ci fi čnog IgE pre ma aler-
ge ni ma. Hor mo ni TSH (ti reot ro pin, en gl. thyroid-sti mu la ti-
ng hor mo ne), LH (lu tei ni zi ra jući hor mon; en gl. lu teinizi ng 
hor mo ne), FSH (fo li kulo-sti mu li ra jući hor mon; en gl. fol lic-
le-sti mu la ti ng hor mo ne) i hCG (hu ma ni ko rion ski go na dot-
ro pin; en gl. human cho rio nic go na dot ro pin) ima ju ana lo-
gan α-la nac, a β-la nac od ređuje spe ci fi čno st po je di nog 
hor mo na – sto ga tre ba odab ra ti me to du ko ja će spe ci-
fi čnim an ti ti je li ma moći pre poz na ti raz ličite epi to pe (36). 
Dru gi je prim jer ste roi d nih hor mo na, ko ji ima ju jed na ku 
cik clo pen ta no per hid ro fe nan tren sku struk tu ru (37,38). Na-
da lje, pros ta tični spe ci fi čni an ti gen (en gl. pros ta te spe ci fi c 
an ti gen, PSA) - pos to ji u ne ko li ko ob li ka [ukup ni PSA, slo-
bod ni fPSA, pre kur sor proP SA, a u no vi je vri je me i an ti-
gen ranog ras ta kar ci no ma pros ta te (en gl. ear ly pros ta te 
can cer an ti gen, EPCA)], ko ji su uz rok križnoj reak tiv nos ti i 
ne do volj noj točnosti (39). Križna reak tiv no st uz ro ku je laž-
no po većane vri jed nos ti is pi ti va nog ana li ta, ali, ovis no o 
ob li ku tes ta, može uz ro ko va ti i lažno sma njene vri jed nos-
ti ana li ta (Sli ka 1Ab.)
Križnu reak tiv no st može prouz ročiti me ta bo lit ili pre kur-
sor ana li ta, prim jerice ko nju gi ra ni me ta bo li ti kor ti zo la pri 
od ređiva nju kor ti zo la u mok raći (38), ili is to dob na prim-
je na li je ko va slične struk tu re (tri cik lički an ti dep re si vi) (19). 
Poz nat je prob lem križne reak tiv nos ti kod od ređiva nja vi-
ta mi na D (1,25-[OH]2D3) zbog mo guće pozitiv ne in ter fe-
ren ci je 25-OH D3 (34). I u pod ručju aler go lo gi je poz na te 
su in ter fe ren ci je (40) pri od ređiva nju spe ci fi čnih IgE pre-
ma aler ge ni ma krav ljeg mli je ka (41), aler ge ni ma gri nja 
(42), plo do vi ma mo ra (43), pe lu da i la tek sa (44), epi te la 
živo ti nja (45), aler ge na ot ro va op nok ri la ca (46). Opi sa na 
je ta kođer lažno po većana kon cen tra ci ja IgE na aler ge ne 
pe lu da bi lja ka, zbog pri sus tva IgE pre ma ug lji ko hid rat nim 
de ter mi nan ta ma mo nog li ko zi li ra ne aler gen ske mo le ku le 
(47,48). U tom slučaju oso ba, una toč po većanoj kon cen-
tra ciji IgE, ne ma sim pto ma aler gij ske bo les ti. Raz log to me 
je taj, što IgE an ti ti je la pre ma ug lji ko hid rat nim de ter mi-

ge nous and exo ge nous an ti bo dy-struc tu red sub stan ces; 
3) the hook eff  e ct; and 4) the mat rix eff  e ct.

Cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous and
exo ge nous non an ti bo dy-struc tu red sub-
stan ces
Cross-reac ti vi ty is the mo st com mon in ter fe ren ce in im-
mu noas says, but mos tly in com pe ti ti ve ones. It is no n-
spe ci fi c in fl uen ce of sub stan ces in a sam ple that struc-
tu ral ly re sem bles ana lyte (car ries si mi lar or the sa me 
epi to pes li ke ana lyte) and com pe tes for bin di ng si te on 
an ti bo dy (34). The in ter fe ren ce gra de cau sed by cro ss-
reac ti vi ty de pen ds on three fac to rs: an ti bo dy spe ci fi  ci ty, 
met hod and sam ple pre pa ra tion (35). The mo st com mon 
exam ples can be seen du ri ng de ter mi na tion of hor mo ne 
con cen tra tion, dru gs, al ler ge ne-spe ci fi c IgE. Hor mo nes 
TSH (thyroi d-sti mu la ti ng hor mo ne), LH (lu teinizi ng hor-
mo ne) and hCG (hu man cho rio nic go na dot ro pin) car ry 
ana lo gue α-chain, and β-chain de ter mi nes the spe ci fi  ci ty 
of the res pec ti ve hor mo ne – the re fo re, it is ne ces sa ry to 
choose an as say whi ch wou ld be ab le to re cog ni se diff  e-
re nt epi to pes by usi ng spe ci fi c an ti bo dies (36). The se co-
nd exam ple are ste roid hor mo nes, whi ch ha ve iden ti cal 
cyclo pen ta no per hydrop he nan thre ne struc tu re (37,38). 
Fur ther mo re, the re is pros ta ta spe ci fi c antigen (PSA) whi-
ch exis ts in se ve ral for ms (to tal, PSA; free, fPSA; pre cur-
sor, proP SA and newly al so ear ly pros ta te can cer an ti gen, 
EPCA) and cau ses cro ss-reac ti vi ty and in suffi    cie nt ac cu ra-
cy (39). Cro ss-reac ti vi ty cau ses fal se ly ele va ted con cen tra-
tion of ana lyte, but de pen di ng on the te st met hod fal se ly 
low va lues can al so oc cur (Fi gu re 1 Ab).
Cro ss-reac ti vi ty can be cau sed by me ta bo li te or ana lyte 
pre cur sor, e.g. co nju ga ted cor ti sol me ta bo li tes by de ter-
mi ni ng the uri ne cor ti sol (38) or si mul ta neous ap pli cation 
of me di ca tio ns wi th si mi lar mo le cu lar struc tu re (tri cyclic 
an ti dep res san ts) (19). The prob lem of cro ss-reac ti vi ty by 
vi ta min D (1,25-[OH]2D3) de ter mi na tion due to pos sib-
le po si ti ve in ter fe ren ce of 25-OH D3 (34) is we ll known. 
In the area of al ler go logy one can al so fi  nd in ter fe ren ces 
(40) by de ter mi na tion of al ler ge ne-spe ci fi c IgE to cow mi-
lk (41), mi te al ler ge ns (42), sea food (43), pol len and la tex 
(44), ani mal epit he lium (45), hyme nop te ra sti ng ve nom 
al ler ge ns (46). Fal se ly in crea sed con cen tra tion of IgE to 
pol len al ler ge ns due to pre sen ce of IgE to car bo hydra te 
de ter mi na nt of the mo nog lyco syla ted al ler ge nic mo le cu-
le ha ve al so been re por ted (47,48). In this ca se a per son 
des pi te in crea sed IgE con cen tra tion shows no sympto ms 
of an al ler gic di sea se. The rea son for that is that IgE an ti-
bo dies to car bo hydra te de ter mi nan ts do not aff  e ct his ta-
mi ne re lea se from ba sop hi lic gra nu lo cytes or ma st cel ls.
Cro ss-reac ti vi ty usual ly cau ses po si ti ve in ter fe ren ce, but 
in so me as says ne ga ti ve in ter fe ren ce is al so pos si ble. So, 
for exam ple in di goxi n-de ter mi na ti ng as say olean drin 
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nan ta ma ne ut ječu na os lo bađanje his ta mi na iz ba zo fi l nih 
gra nu lo ci ta od nos no mas to ci ta.
Križna reak tiv no st obično uz ro ku je po zi tivnu in ter fe ren-
ci ju, ali je u ne kim tes to vi ma mo guća i ne ga tiv na in ter fe-
ren ci ja. Ta ko npr. olean drin (srčani gli ko zid sličan di gok-
si nu) u tes tu od ređiva nja di gok si na može in ter fe ri ra ti na 
raz ličite načine (49). Pri sma nje nim kon cen tra ci ja ma di-
gok si na, olea ndrin može ima ti po zi tiv nu in ter fe ren ci ju, a 
pri po većanim kon cen tra ci ja ma di gok si na ne ga tiv nu. U 
eri tran splan ta ci je or ga na oso bi to je važno zna ti da imu-
no ke mij ske me to de za od ređiva nje kon cen tra ci je imu-
no sup re siv nog li je ka cik los po ri na A da ju značaj no veću 
kon cen tra ci ju ne go re fe ren tna me to da HPLC (49). Križna 
reak tiv no st opi sa na je i u me to da ma za pro bi ra nje na 

SLI KA 1. Raz ličite in ter fe ren ci je u imu no ke mij skim ana li za ma: Aa 
- ana li za bez in ter fe ren ci je; Ab - križna reak tiv no st in ter fe ren ta s vez-
nim an ti ti je lom, re zul ti ra lažno ne ga tiv nim re zul ta tom; B - po zi tiv na in-
ter fe ren ci ja: a - nes pe ci fi čno ve za nje de tek tor skog an ti ti je la na kru tu 
pod lo gu ko ja ni je ob ložena blo ki ra jućim agen som; b - pre moštava nje 
s he te ro fi l nim an ti ti je li ma od nos no HAMA; C - ne ga tiv na in ter fe ren ci ja; 
Ca - prom je na ste ričke kon for macije zbog ve za nja in ter fe ri ra jućeg pro-
tei na uz Fc frag me nt de tek tor skog an ti ti je la; Cb - prik ri va nje epi to pa 
pro tei nom iz uzor ka

FI GU RE 1. Diff  e re nt in ter fe ren ces in im mu noas says: Aa - as say wit hout 
any in ter fe ren ce; Ab - cro ss-reac ti vi ty of an in ter fe ri ng sub stan ce wi th 
cap tu re an ti bo dy, re sul ti ng wi th fal se ne ga ti ve re su lt; B - po si ti ve in ter-
fe ren ce: Ba - un spe ci fi c bin di ng of la bel led de tec tor (tra cer) an ti bo dy 
to a not bloc ked so lid pha se; Bb - “brid ge” bin di ng by he te rop hi lic an-
ti bo dies or HAMA, res pecti ve ly; C - ne ga ti ve in ter fe ren ce: Ca - chan ge 
of ste ri cal con for ma tion af ter bin di ng of in ter fe ri ng pro tein to Fc frag-
me nt of de tec tor an ti bo dy Cb - mas ki ng of the epi to pe on ana lyte sur-
fa ce by a pro tein of the sam ple.

(di goxi n-li ke car diac glyco si de) can in ter fe re in diff  e re nt 
ways (49). By dec rea sed di goxin con cen tra tio ns, olean drin 
can ha ve po si ti ve in ter fe ren ce and by in crea sed con cen-
tra tio ns ne ga ti ve in te rferen ce. In the ti me of or gan tran-
splan ta tio ns it is im por ta nt to know that im mu noas says 
for de ter mi na tion of cyclos po ri ne A con cen tra tion, an im-
mu no sup pres si ve drug gi ve sig ni fi  can tly hig her con cen-
tra tion than re fe re nt HPLC met hod (49). Cro ss-reac ti vi ty 
has al so been re por ted in met ho ds for drug mi su se scree-
ni ng (50, 51). Fas ter dis so cia tion of an in ter fe ri ng sub stan-
ce than of an ana lyte du ri ng was hi ng or se pa ra ti ng free 
from cap tu red ana lyte du ri ng ana lysis can be the cau se 
for fal se ly low con cen tra tion of an ana lyte (52).

blocking protein
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capture antibody
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zlou po rabu li je ko va (50,51). Uz rok lažno ne ga tiv nim in ter-
fe ren ci ja ma može bi ti brža di so ci ja ci ja in ter fe ren ta ne go 
ana li ta pri is pi ra nju ili od va janju slo bod nog od ve za nog 
ana li ta ti je kom ana li ze (52).
U kom pe ti tiv nim me to da ma od ređiva nja ma lih mo le ku-
la (li je ko vi), oba an ti ti je la, pri mar no (vez no) i obi lježeno 
(de tek tor sko), vežu se is to dob no uz ana lit. Križnu je reak-
tiv no st teško pred vid je ti, sto ga mo ra mo bi ti svjes ni nje-
nog pos to ja nja, pra ti ti stručno-znan stve nu li te ra tu ru i 
odabira ti spe ci fi čni je me to de.

Križna reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim 
sup stan ca ma ko je ima ju struk tu ru an ti ti je la
Na imu no ke mij sku reak ci ju mo gu ut je ca ti an ti ti je la prisut-
na u bio loškom uzor ku bo les ni ka ili an ti ti je la rea gen sa 
(13,53). Bio loški uzo rak može sad ržava ti eg zo ge na i en do-
ge na an ti ti je la. En do ge na an ti ti je la pri sut na su u oko 40% 
oso ba (14), oso bi to onih ko je su do bi va le imu no te ra pi ju 
s mo nok lo nal nim an ti ti je lima (54). U sku pi nu eg zo ge nih 
an ti ti je la ub ra ja ju se imu no loški li je ko vi. Iz te se sku pi ne 
naj više opi su je in ter fe ren ci ja na kon in tra ven ske prim je-
ne Fab frag men ta an ti di gok sin skih an ti ti je la (Fab frag me-
nt us mje ren pre ma an ti gen skoj de ter mi nan tni di gok si na; 
dobi va se iz an ti di gok sin skih an ti ti je la proiz ve de nih u ov-
ci) (55,56). Me ha ni zam in ter fe ren ci je Fab frag men ta pod-
ra zu mi je va raz ličiti afi  ni tet i spe ci fi čnost pri mar nih an ti ti-
je la u po je di nim tes to vi ma. Opi sa na je in ter fe ren ci ja gin-
sen ga (imu no reak tiv na tvar slična di gok si nu) (57).
Dvi je su vr ste en do ge nih an ti ti je la u se ru mu pa ci jen ta. To 
su he te ro fi l na an ti ti je la (pri rod na an ti ti je la i au toan ti ti je la) 
(58,59) i an ti-a ni mal na an ti ti je la (en gl. hu man an ti-a ni mal 

an ti bo dies, HAAAs) (23). Ia ko se en do ge na an titi je la raz-
li ku ju pre ma ne kim svoj stvi ma (60), in ter fe ri ra ju pre ma 
jed na kom me ha niz mu u sa tu ra cij skim ana li za ma - stva ra-
ju kom plek se is to dob no i s pri mar nim i obi lježenim an ti-
ti je li ma rea gen sa te ih pre moštava ju (Sli ka 1.). He te ro fi  l na 
an ti ti je la su mul tispe ci fi čna an ti ti je la sin te ti zi ra na pre ma 
sla bo de fi  ni ra nim an ti ge ni ma. Hu ma na an ti-a ni mal na an-
ti ti je la su an ti ti je la ve li ke avid nos ti, a sin te ti zi ra ju se pre-
ma dob ro de fi  ni ra nim an ti ge ni ma (16).
In ter fe ren ci ja he te ro fi l nih an ti ti je la većinom ima za pos-
ljedi cu lažno po većane (Sli ka 1B.) re zul ta te (58,60-64), 
iako su opi sa ni i lažno sma nje ni re zul ta ti (31,55,65-67) u 
slučaje vi ma kad in ter fe ri ra juće an ti ti je lo stva ra kom ple ks 
sa mo s jed nim an ti ti je lom iz rea gen sa. Po zi tiv na in ter fe-
ren ci ja he te ro fi l nih an ti tijela u sen dvič me to da ma nas ta-
je zbog to ga što he te ro fi l na an ti ti je la pre mošta va ju pri-
mar no i obi lježeno an ti ti je lo (68). Negativ na in ter fe ren ci-
ja nas ta je zbog ve za nja he te ro fi l nih an ti ti je la iz rav no na 
pri mar no an ti ti je lo, što one mo gućuje ve za nje ana li ta. U 
ne kim imu no ke mij skim me to da ma (ELISA, lu mi no met-
rij ske me to de) rea gen si sad rže živo tinj ske pro tei ne (go-
veđi al bu min i ka zein) ko ji služe za blo ki ra nje reak tiv nih 

In com pe ti ti ve im mu noas says of sma ll mo le cu les (dru gs), 
bo th, the cap tu re (bin di ng) and the tra cer an ti bo dy (la be-
led de tec tor), bi nd si mul ta neous ly to the ana lyte. Cro ss-
reac ti vi ty is ha rd to pre di ct, the re fo re, we mu st be awa re 
of its existen ce, be up to da te wi th scien ti fi c li te ra tu re and 
choo se mo re spe ci fi c met ho ds.

Cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous and exo-
ge nous an ti bo dy-struc tu red sub stan ces
Im mu no reac tion can be in fl uen ced by an ti bo dies pre-
se nt in bio lo gi cal sam ple of a pa tie nt or anti bo dies from 
the rea ge nt (13,53). Bio lo gi cal sam ple can con tain exo ge-
nous and en do ge nous an ti bo dies. En do ge nous an ti bo-
dies are pre sen ted in about 40% of pa tien ts (14), es pe cial-
ly in tho se who we re on im mu not he ra py wi th mo noc lo-
nal an ti bo dies (54). Im mu no logical dru gs be lo ng to the 
group of exo ge nous an ti bo dies. From this group the mo-
st com mon ly re por ted in ter fe ren ce is the one upon in tra-
ve nous ly ap plied Fab frag me nt from an ti di goxin an ti bo-
dies (Fab frag me nt is di rec ted to an ti gen de ter mi na nt of 
di goxin; Fab frag me nt co mes from an ti di goxin an ti bo dy 
pro du ced in sheep) (55,56). In ter fe ren ce mec ha ni sm of 
the Fab frag me nt has diff  e re nt affi    ni ty and spe ci fi  ci ty of 
cap tu re an ti bo dies in so me as says. It has al so been re por-
ted about in ter fe ren ce of gin se ng (di goxi n-like im mu no-
reac ti ve com po ne nt) (57).
The re are two types of en do ge nous an ti bo dies in pa-
tien ts’ se rum. He te rop hi lic an ti bo dies (na tu ral an ti bo dies 
and au toan ti bo dies) (58,59) and an ti-a ni mal an ti bo dies 
(hu man an ti-a ni mal an ti bo dies; HAAAs) (23). Al thou gh 
endoge nous an ti bo dies diff  er in so me cha rac te ris tic (60) 
they in ter fe re ac cor di ng to iden ti cal mec ha ni sm in sa tu-
ra ti ng (san dwi ch) ana lyses – they si mul ta neous ly crea te 
com plexes wi th cap tu re and tra cer an ti bo dies of the rea-
ge nt – they “brid ge” them (Fi gu re 1). He te rop hi lic an ti-
bo dies are mul ti-spe ci fi c an ti bo dies synthe si sed to ve ry 
poor ly de fi  ned an ti ge ns. Hu man an ti-a ni mal an ti bo dies 
are an ti bo dies of hi gh avi di ty and are synthe si sed to we ll 
de fi  ned an ti ge ns (16).
He te rop hi lic an ti bo dy in ter fe ren ce has fal sely ele va ted 
(Fi gu re 1B) re sul ts as a con sequen ce (58,60-64), al thou gh 
fal se ly low va lues (31,55,65-67) ha ve been re por ted in ca-
ses when the in ter fe ri ng an ti bo dy crea tes a com plex wi th 
on ly one an ti bo dy from the rea ge nt. Po si ti ve he te rop hi lic 
an ti bo dy in terferen ce in san dwi ch cap tu re as says oc cu-
rs be cau se he te rop hi lic an ti bo dies “brid ge” the cap tu re 
and the tra cer an ti bo dy (68). Ne ga ti ve in ter fe ren ce oc-
cu rs due to bin di ng of he te rop hi lic an ti bo dies di rec tly to 
the cap tu re an ti bo dy what di sab les bin di ng of analytes. 
In so me as says (ELISA, lu mi no met ric met ho ds) rea gen ts 
con tain ani mal pro tei ns (bo vi ne al bu min and ca sein) whi-
ch blo ck reac ti ve si tes on mic ro ti ter pla tes or po lystyre nic 
mic ro sub stan ces. Howe ver, their in ter fe ren ce abi li ty can 
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mjes ta na mik ro ti tar skim pločica ma ili po lis ti ren skim mik-
ročesti ca ma. Međutim, dvo ja ka je mo gućno st nji ho ve in-
ter fe ren ci je: mo gu uz ro ko va ti lažno po većane re zul ta te, 
ali mo gu izaz va ti i po većani po za din ski sig nal (en gl. bac-
kgrou nd), ako se he te ro fi l na an ti ti je la iz rav no vežu na njih 
(68). He te ro fi l na an ti ti je la in ter fe ri ra ju i pri od ređiva nju ci-
tokina me to dom ELISA (69), čija je kon cen tra ci ja u se ru mu 
vr lo ma la (66,70). Ka ko bi se iz bje gao ut je caj he te ro fi l nih 
an ti ti je la pri od ređiva nju kon cen tra ci je ci to ki na, uzor ku 
se do da je ne-i mu ni ani mal ni se rum (68). Moguće su in-
ter fe ren ci je i u bo les ni ka s monok lo nal nim ga ma pa ti ja ma 
(69,71) i u bo les ni ka s pri sut nim au toan ti ti je li ma (31,72).
Naj poz na ti ja an ti-a ni mal na an ti ti je la su hu ma na an-
ti-mišja an ti ti je la (en gl. hu man an ti-mou se an ti bo dies, 
HAMA) (14,53,73,74). Mišja mo nok lo nal na an ti ti je la sve 
se više prim je nju ju in tra ven ski u di jag nos tičke ili te ra pij-
ske svr he u on ko lo gi ji (75), aler go lo gi ji (76), au toi mu nim 
bo les ti ma (77), a ne ki pa ci jen ti pre ma nji ma sin te ti zi ra ju 
HAMA. HAMA mo gu in ter fe ri ra ti s mišjim mo nok lo nal nim 
an ti ti je li ma, ako su ona sas tav ni dio rea gen sa. Oko 10% 
pa ci je na ta ima he te ro fi l na an ti ti je la (12), a oko 40% oso ba 
ko je su in tra ven ski pri mi le mišja mo nok lo nal na an ti ti je la 
sin te ti zi rat će HAMA. Po jav no st an tia ni mal nih an ti ti je la 
veća je u bo les ni ka s manj kom IgA (39% ih ima an ti-koz ja, 
a 18% ih ima HAMA), ne go oso ba s nor mal nom kon cen-
tra ci jom IgA (22). Ne ke oso be mo gu sin te ti zi ra ti an ti-a ni-
mal na an ti ti je la na kon što su bi le iz ložene os ta lim živo-
tinj skim an ti ge ni ma, prim je ri ce u cje pi vi ma do bi ve nim u 
zečevi ma ili ko košima, an tiz mij skim ot rovom do bi ve nim 
u ko nju, pro fe sio nal nim kon tak ti ma s kućnim lju bim ci ma 
i os ta lim živo ti nja ma epi te la živo ti nja (45).
Rea gen si za imu no met rij ske ana li ze obično sad rže se-
rum ili ne ki dru gi blo ki ra jući age ns, ko ji bi tre bao sma nji ti 
nes pe ci fi čnu in ter fe ren ci ju (20,53,78-81). Ako se očeku je 
in ter fe ren ci ja, ko ris no je ima ti do dat ni blo ki ra jući age ns 
ko jim bi se tre ti ra li uzor ci (78). Ne pos to ji uni ver zal ni blo-
ki ra jući age ns za sve ana li te i za sve me to de, ne go se mo-
ra pri mi je ni ti onaj age ns ko ji je na kon va li da cije po ka zao 
da naj bo lje re du ci ra ut je caj he te ro fi l nih an ti ti je la za od-
ređeni ana lit (53).

Pro zon ski učinak (en gl. hook eff  e ct)
Pro zon ski učinak, u li te ra tu ri poz nat i kao hook (engl. 
hook, sa vi jen, po put udi ce) efe kt, te me lji se na kri vu lji za-
sićenja an ti ti je la an ti genom (Sli ka 2.). Pri mar no, pro zon ski 
učinak ovi si o kon cen tra ci ji ana li ta (34,82-85). Pod ra zu mi-
je va sta nje nje go va iz ra zi tog su viška, ko ji za si ti sva vez na 
mjes ta na an ti ti je lu (86-89). Učinak nas ta je ug lav nom (ali 
ne is ključivo), u me to da ma kod ko jih se sve tri sas tav ni-
ce (an ti gen, an ti ti je lo, bi ljeg) in ku bi ra ju is to dob no (en-
gl. sin gle step as say) (90). Pro zon ski učinak ne pos to ji kod 
kom pe ti tiv nih imu no ke mij skih ana li za. To znači da u reak-
ci ji os ta je višak ana li ta ko ji ni je ušao u sas tav kom plek sa 

go in two di rec tions: they can cau se fal se ly in crea sed re-
sul ts, but al so in du ce in crea sed bac kgrou nd sig nal if the 
he te rop hi lic an ti bo dies di rec tly bi nd to them (68). He te-
rop hi lic an ti bo dies in ter fe re al so du ri ng cyto ki ne de ter-
mi na tion by ELISA (69) who se se rum con cen tra tion is ve ry 
low (66,70). He te rop hi lic an ti bo dy in ter fe ren ce in cyto ki-
ne de ter mi na tion can be re du ced by ad di ng nor mal no-
nim mu ne ani mal se rum to the sam ple (68). In ter fe ren ces 
in pa tien ts wi th mo noc lo nal gam mo pat hies (69,71) are al-
so pos sib le, as we ll as in te rferen ces in pa tien ts wi th pre-
se nt au toan ti bo dies (31,72).
The mo st com mon an ti-a ni mal an ti bo dies are hu man an-
ti-mou se an ti bo dies (HAMA) (14,53,73,74). Mou se mo noc-
lo nal an ti bo dies are in crea sin gly ap plied in tra ve nous ly 
in diag nos tic or the ra peu tic pur po ses in on co lo gy (75), 
al ler go lo gy (76), au toim mu ne di sea ses (77), and so me 
pa tien ts synthe si se HAMA to them. HAMA can in ter fe re 
wi th mou se mo noc lo nal an ti bo dies if they are a com po-
ne nt of the rea ge nt. Arou nd 10% of pa tien ts car ry he te-
rop hi lic an ti bo dies (12) and arou nd 40% pa tien ts who in-
tra ve nous ly re cei ved mou se mo noc lo nal an ti bo dies wi ll 
synthe si se HAMA. Pre va len ce of an ti-a ni mal an ti bo dies 
is hig her in pa tien ts wi th IgA de fi  cien cy (39% car ry an-
ti-goat an ti bo dies and 18% car ry HAMA) than in pa tien-
ts wi th normal IgA con cen tra tion (22). So me pa tien ts can 
synthe si se an ti-a ni mal an ti bo dies af ter expo su re to ot-
her ani mal an ti ge ns, e.g. in vac ci ne pro du ced in rab bi ts 
or chic ken, in an ti-sna ke ve nom pro du ced in the hor se, in 
pro fes sio nal expo su re to pe ts and ot her anima ls (45).
Rea gen ts for sa tu ra ti ng ana lyses usual ly con tain se rum 
or so me ot her bloc ki ng age nt that shou ld di mi ni sh the 
no n-spe ci fi c in ter fe ren ce (20,53,78-81). If in ter fe ren ce is 
expec ted, it is use ful to ha ve an ad di tio nal bloc ki ng age-
nt to treat the samples (78). The re is no uni ver sal bloc ki ng 
age nt for all ana lytes and all met ho ds. The age nt that af-
ter va li da tion showed as the be st for re du ci ng the eff  e ct 
of he te rop hi lic an ti bo dies for cer tain ana lyte mu st be ap-
plied (53).

The hook eff  e ct
The hook eff  ect is ba sed on the sa tu ra tion cur ve of an-
ti bo dy wi th an ti gen (Fi gu re 2). Pri ma ri ly, the hook eff  e ct 
de pen ds on ana lyte con cen tra tion (34,82-85). It im plies 
the pre sen ce of hu ge exce ss of ana lyte whi ch sa tu ra tes all 
bin di ng si tes on an ti bo dy (86-89). The eff ect oc cu rs mos-
tly (but not exclu si ve ly) in as says whe re all three com po-
nen ts (an ti gen, an ti bo dy and mar ker) in cu ba te si mul ta-
neous ly (sin gle step as say) (90). The hook eff  e ct does not 
oc cur in com pe ti ti ve im mu noas says. That mea ns that in 
reac tion the re is a sur plus on ana lytes that did not pe net-
ra te to ana lyte-an ti bo dy com plex com pou nd. This re sul ts 
in fal se ly dec rea sed va lue of the mea su red ana lyte whi-
ch cou ld even lie in the re fe ren ce in ter val. The va lue of 
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ana li t-anti ti je lo. Pos lje di ca je st lažno sma nje na vri jed nos ti 
is pi ti va nog ana li ta, ko ja može bi ti čak unu tar re fe ren tnih 
in ter va la. Do bi je se ap sor pci ja u po st-zo ni (si laz na stra na 
kri vu lje) čija je vri jed no st jed na ka vri jed nos ti ap sor pci-
je u pre-/pro-zo ni (uz la zna stra na kri vu lje). U tom sluča-
ju, reak cij ska kri vu lja ima zvo no lik ob lik (en gl. be ll-sha ped 
cur ve), od nos no sa vi je na je po put udi ce (en gl. hook) (34). 
Ne ki au to mat ski ana li za to ri ima ju sus tav za pre poz na va-
nje su viška ana li ta uz is to dob no raz r jeđiva nje uzorka. Ve-
ćina au to mat skih ana li za to ra za pod ručje kli ničke ke mi je 
sa mo upo zo ra va na ne li near nu reak ci ju, što je upo zo re nje 
da je uzo rak pot reb no raz ri je di ti. Proiz vođači rea gen sa za 
imu no tur bi di met rij ska od ređiva nja sma nji li su pro zon-
ski učinak uvođenjem lateks čes ti ca kao no sača na ko ji-
ma se od vi ja reak ci ja iz među ana li ta (an ti ge na) i an ti ti je la. 
Kod kom pe ti tiv nih me to da pro zon ski je učinak ot klo njen 
pos tup kom is pi ra nja (suv re me ni au to mat ski ana li za to-
ri ima ju prog ra mi ra no is pi ra nje) na kon reak ci je ana li ta s 
pri mar nim an ti ti je lom i do da va nja obi lježeng an ti ti je la 
(86-90). Proiz vođači rea gen sa sma nju ju pro zon ski učinak 
po većanjem ko ličine pri mar nog i obi lježeng an ti ti je la od-
nos no sma nje njem ko ličine uzor ka pot reb nog za ana li zu.
Pro zon ski učinak čes ta je po ja va u sva kod nev nom ra du 
u kli ničkim la bo ra to ri ji ma i ni ka ko se ne smi je za ne ma ri-
ti. Pos to ji kod onih ana li ta ko ji se u se ru mu mo gu naći u 
iz ra zi to širo kom ras po nu kon cen tra ci ja, kao što su prim-
je ri ce C-reak tiv ni pro tein (stos tru ko po većanje), an tis trep-
to li zinska an ti ti je la (de se te ros tru ko po većanje), hor mo ni, 

SLIKA 2. Pro zon ski učinak - Iz ra zi to po većana ko ličina ana li ta nad-
mašuje vez ni ka pa ci tet pri mar nog an ti ti je la. To re zul ti ra neod go va ra-
juće sla bim sig na lom ko ji uz ro ku je pog rešno sma njen ili nor ma lan re-
zul tat (“hoo ked” re su lt) u pa ci jen ta kod ko jeg pos to ji izrazi to po većana 
kon cen tra ci ja ana li ta u se ru mu.

FI GU RE 2. The hook eff  e ct - An exces si ve amou nt of ana lyte ove rwhel-
ms the bin di ng ca pa ci ty of the cap tu re an ti bo dy. This re sul ts in an 
inap prop ria te ly low sig nal that cau ses er ro neous low or nor mal re su lt 
(“hooked” re su lt) for a pa tie nt wi th an exces si ve ly ele va ted se rum ana-
lyte con cen tra tion.

ab sor ban ce in the po st-zo ne (down-si de of the curve) is 
iden ti cal wi th the ab sor ban ce va lue in the pre-/pro-zone 
(up-si de of the cur ve). In this ca se, the reac tion cur ve is 
be ll-sha ped (be ll-sha ped cur ve) or hoo ked (34). So me au-
to ma ted ana lyse rs ha ve a system for re cog ni zi ng exce ss 
of an ana lyte whi le the sam ple is bei ng si mul ta neous ly 
di lu ti ng. The mo st au to ma ted ana lyse rs used in cli ni cal 
che mis try on ly wa rn about no n-li near reac tion what is 
suffi    cie nt to see if the sam ple nee ds to be di lu ted. Ma-
nu fac tu re rs of rea gen ts for im mu no-tur bi di met ric de ter-
minatio ns ha ve re du ced the hook eff  e ct by in tro du ci ng 
la tex par tic les as car rie rs on whi ch the reac tion be tween 
ana lyte (an ti gen) and an ti bo dy ta kes pla ce. In com pe ti-
ti ve as says the hook eff  e ct was eli mi na ted by in tro du ci-
ng a wa sh step (this wa sh step is program med in cur re nt 
au to ma ted ana lyse rs) upon reac tion of ana lyte wi th the 
cap tu re an ti bo dy and ad di tion of the tra cer an ti bo dy (86-
90). Rea gen ts ma nu fac tu re rs re du ce the hook eff  e ct by 
in crea si ng the quan ti ty of the cap tu re and the tra cer an-
ti bo dy and by redu ci ng the quan ti ty of sam ples requi red 
for the ana lysis.
The hook eff  e ct is com mon phe no me non in eve ryday 
wo rk of a cli ni cal la bo ra to ry and on no ac cou nt shou ld be 
neg lec ted. It exis ts by ana lytes pre se nt in se rum in extre-
me ly wi de ran ge of con cen tra tio ns li ke C-reac ti ve pro tein 
(100-fo ld in crea se), an tis tap hylo lysin an ti bo dies (10-fo-
ld in crea se), hor mo nes (at 6-fo ld con cen tra tion in crea-
se) (hCG), IgE (>1000-fo ld), fer ri tin (100-fo ld in crea se), tu-
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npr. hCG (kod šes te ros tru kog po većanja ko ncen tra ci je), 
IgE (>1000 pu ta), fe ri tin (stos tru ko po većanje), tu mor ski 
bi lje zi (oso bi to CA 19-9, PSA) (34). Na od ređiva nje tu mor-
skih bi lje ga ug lav nom ut ječe mo guće ve li ko po većanje 
kon cen tra ci je (>10.000 pu ta), ko je pos to ji u bo les ni ka s 
iz ra zi tim tu mor skim ras tom. Može se po ja vi ti kod pr ve 
ob ra de bo les ni ka. Gra nična vri jed no st, kod ko je se gu bi 
li near no st tur bi di met rij skih me to da, po mak nu ta je pre-
ma većim vri jed nosti ma uvođenjem la te ks čes ti ca kao 
no sača an ti ti je la. Ako proiz vođač rea gen sa ni je naz načio 
gra ničnu kon cen tra ci ju ana li ta iz nad ko je se po jav lju-
je pro zon ski učinak, me di cin ski bio ke mičar bi to mo rao 
is pi ta ti, te uni je ti po da tak u pri ručnik o kva li te ti ra da la-
bo ra to ri ja. Mogućno st pos to ja nja pro zon skog učin ka ot-
kri va se od ređiva njem uzor ka s iz ra zi to ve li kom kon cen-
tra ci jom u ne raz ri jeđenom uzor ku i u raz r jeđenji ma, 1:10 
i 1:100 (34,91). Ako se u raz ri jeđenim uzor ci ma do bi je veći 
re zul tat ne go u ne raz ri jeđenom uzor ku, ra di se o pro zon-
skom učin ku. Po tom sli je di od ređiva nje gra nične kon cen-
tra ci je ko ja se može pouz da no od re di ti. Uzo rak se mo ra 
raz r jeđiva ti sve dok se re zul ta ti dva ju raz ličitih raz r jeđenja 
po du da ra ju (uzi ma jući u ob zir fak tor raz r jeđenja). Ako se 
unap ri jed očeku je iz ra zi to po većana vri jed no st is pi ti va-
nog ana li ta ko ja će da ti lažno sma nje nu vri jed no st, mo-
gu se od mah prip re mi ti dva uzor ka - ne raz ri jeđeni i raz-
ri jeđeni.

Učinak mat rik sa
Uzo rak se ru ma, od nos no plaz me, složena je smje sa li pi-
da, pro teina, ug lji ko hid ra ta, so li i vo de. Zbroj in ter fe ren-
ci ja svih sas tav ni ca u uzor ku (osim ana li ta), ko je ut ječu na 
mje re nje cilj nog ana li ta, poz nat je pod na zi vom „učinak 
mat rik sa“ (92,93). Većina sas tav ni ca se ru ma, ko je uz ro ku ju 
tzv. učinak mat rik sa, ima ju mali afi  ni tet ve za nja za ana lit ili 
an ti ti je lo. Obično ta sas tav ni ca mas ki ra ana lit ili an ti ti je lo, 
zbog čega izos ta je reak ci ja ve za nja ana li ta s an ti ti je lom.
Osim svih en do ge nih ele me na ta (94), ko ji uz ro ku ju in te r-
in di vi dual nu (25) i in tra-in di vi dual nu va rija bil no st (95-97) 
re zul ta ta imu no ke mij skih ana li za, po jam učinka mat rik sa 
mo gao bi se proširi ti i na eg zo ge ne sas tav ni ce, ko je se od-
no se na ut je caj an ti koa gu lan sa pri uzor ko va nju plaz me 
(98), od nos no na ut je caj ak ti va to ra zgrušava nja kr vi i se-
pa ra to ra pri uzor ko va nju se ru ma. He pa rin ska te ra pi ja bo-
les ni ka s akut nim in far ktom mio kar da ut ječe na re zul tat 
od ređiva nja tro po ni na I (96). He pa rin se zbog ne ga tiv nog 
na bo ja po lia nio na, veže s ka tio ni ma tro po ni na (96). Re-
zul tat to ga mo gu bi ti kon for ma cij ske prom je ne mole ku le 
tro po ni na ili prik ri va nje epi to pa ko ji sud je lu ju u imu no ke-
mij skoj reak ci ji s an ti ti je li ma rea gen sa. Osim to ga, he pa rin 
se raz ličitim afi  ni te tom veže s po je di nim ob li ci ma tro po-
ni na, ko ji se mo gu naći u kr vi bo les ni ka u raz ličitim fa za-
ma na kon in farkta mio kar da (95). EDTA može dje lo va ti na 
os lo bađanje slo bod nog cTnI iz kom plek sa cTnI-tro po nin C 

mor mar ke rs (es pe cial ly CA 19-9, PSA) (34). Tu mor mar ker 
determi na tion is mos tly in fl uen ced by pos sib le hu ge con-
cen tra tion in crea se (>10,000 fo ld) that exis ts in pa tien ts 
wi th extre me tu mor growth. It can oc cur at the ini tial la-
bo ra to ry wor kup of the pa tie nt. The cu t-o ff  va lue, whe-
re the li nea ri ty of tur bi di met ric met ho ds is lo st, is shif-
ted towar ds hig her va lues by in tro du ci ng la tex par tic les 
as an ti bo dy car rie rs. If the rea ge nt ma nu fac tu rer has not 
mar ked the cu t-o ff  ana lyte con cen tra tion abo ve whi ch 
the hook eff  e ct oc cu rs, me di cal bioc he mi st shou ld in ves-
ti ga te this and re co rd this da ta in to the ma nual on wo rk 
qua li ty of the la bo ra to ry. The pos si bi li ty of the hook eff  e-
ct oc cur ren ce is dis co ve red by de ter mining sam ple with 
excep tio nal ly hi gh con cen tra tion in non di lu ted fo rm and 
in di lu tio ns 1:10 i 1:100 (34,91). If in di lu ted sam ples hig her 
va lues are mea su red than in non di lu ted sam ple, we are 
tal ki ng about the hook eff  e ct. The re liab le de ter mi na tion 
of cu t-o ff  con cen tra tion fol lows af te rwar ds. The sam ple 
mu st be di lu ted un til the re sul ts of two diff  e re nt di lu tio-
ns mat ch (ta ki ng in to con si de ra tion the di lu tion fac tor). 
If extre me in crea sed va lue of the mea su red ana lyte is 
expec ted, two sam ples cou ld be pre pa red – the non di lu-
ted and the di lu ted one.

The mat rix eff  e ct
Se rum or plas ma sam ple is a com plex com pou nd of li-
pids, pro tei ns, car bo hydra tes, sa lt and wa ter. The sum of 
in ter fe ren ces of all sam ple com po nen ts (wi th excep tion 
of ana lytes), whi ch aff  e ct the tar get ana lyte to be mea-
su red is known as “the mat rix eff  ec t” (92,93). The mo st 
se rum com po nen ts that cau se so called mat rix eff  e ct ha-
ve low affi    ni ty of bin di ng to an ana lyte or an ti bo dy. This 
com po ne nt dis gui ses usual ly the ana lyte or the an ti bo dy 
cau si ng the ab sen ce of the bin di ng reac tion of ana lyte to 
an ti bo dy.
Exce pt of the se en do ge nous ele men ts (94), whi ch cau se 
in te r- (25) and in tra-in di vi dual va ria bi li ty (95-97) of re sul-
ts, the con ce pt of the mat rix eff  e ct cou ld be wi de ned to 
exo ge nous com po nen ts that re la te to the im pa ct of an ti-
coa gu la nt du ri ng plas ma sam pli ng (98) or the im pa ct of 
coa gu la tion ac ti va tor and separa tor du ri ng se rum sam-
pli ng. He pa rin the ra py in pa tien ts wi th acu te myo car dial 
in frac tion (AMI) aff  ec ts the re su lt of de ter mi na tion of tro-
po nin I con cen tra tion (96). Due to ne ga ti ve char ge of po-
lya nio ns he pa rin bin ds wi th ca tio ns of tro po nin (96). This 
can re su lt eit her in con for ma tio nal chan ges in tro po nin 
mo le cu le or in di rec tly co ve ri ng epi to pes in vol ved in the 
im mu no reac tion wi th an ti bo dies from the rea ge nt. Be si-
des, he pa rin bin ds wi th diff  e re nt affi    ni ty to so me tro po-
nin for ms pre se nt in pa tie nt’s blood in diff  e re nt pha ses 
af ter myo car dial in frac tion (95). EDTA can act upon re lea-
se of free cTnl from cal cium ion de pen de nt cTnI-tro po-
nin C com plex (96) what cau ses fal se ly dec rea se of va lues 
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ovis nog o io ni ma kal ci ja (96), što uz ro ku je lažno sma nje ne 
vri jed nos ti u me to da ma ko je sad rže an ti ti je la us mje re na 
pre ma kom plek su tro po ni na. Ia ko pos to je preporu ke da 
se srčani bi lje zi od ređuju u plaz mi, oso bi to u hit noj služ-
bi (99), za od ređiva nje tro po ni na uzo rak iz bo ra je st se rum 
(može bi ti uzor ko van s ge lom ili bez ge la u ep ru ve ti) ili 
uzo rak uzor ko van u ep ru ve tu ko ja sad rži trom bin (s ili bez 
ge la) (95).
Gel ko ji služi kao se pa ra tor se ru ma može ad sor bi ra ti ana-
lit, što može izaz va ti lažno sma nje nu kon cen tra ci ju kod 
od ređiva nja li je ko va, prim je ri ce an ti dep re si va, ben zo dia-
ze pi na (100). Pet do tri de set % li je ka može se ad sor bi ra ti 
na gel, a ako uzo rak sto ji dulje vri je me (24 h) ad sor pci ja 
može iz no si ti i do 40%. U slučaju da uzo rak za ana li zu tre-
ba zam r znu ti, se rum se mo ra od vo ji ti u po seb nu ep ru ve-
tu (101). Činje ni ca da na tržištu pos to ji više vr sta ep ru ve ta 
s ge lom raz ličite kak voće, po tiče na op rez pri nji hovom 
oda bi ru, od nos no uka zu je na pot re bu nji ho ve va li da ci je 
pri od ređiva nju po je di nih ana li ta.
Uz rok va ri ja bil nos ti re zul ta ta može bi ti i u mat rik su ka lib-
ra to ra (102,103), od nos no kon trol nih uzo ra ka (20), jer 
ne ma ju is tov je tan mat ri ks kao bio loški uzo rak u ko jem se 
ne ki ana lit od ređuje.

Zak ljučak
Da nas se imu no ke mij ske ana li ze ne prim je nju ju sa mo u 
spe ci ja lis tičkim la bo ra to ri ji ma, ne go i u o pćim me di cin-
sko-bio ke mij skim la bo ra to ri ji ma (104), a po go to vo u pri-
vat nim la bo ra to ri ji ma. Imu no met rij skim me to da ma od-
ređuju se hCG (105), hor mo ni štit njače (20,106), srčani bi-
lje zi (29-31,107), tu mor ski bi lje zi (55,73,74,108,109) pa su 
kod tih ana li ta opi si va ne i in ter fe ren ci je he te ro fi l nih an-
ti ti je la. Po jav no st in ter fe ren ci ja ma nja je u ana lizama ko je 
se prim je nju ju du lje vri je me (proiz vođači rea gen sa i ana-
li za to ra su ih nas to ja li ot klo ni ti), ne go u ana li za ma ko je su 
krat ko u prim je ni (110). Oso bi to tre ba ob ra ti ti po zor no st 
na imu no ke mij ske me to de uz kre vet bo les ni ka kod ko-
jih je ta kođer opi sana in ter fe ren ci ja he te ro fi l nih an ti ti je la 
(111).
Poz na va nje broj nih in ter fe ren ci ja pre duv jet je za nji ho vo 
pre poz na va nje. Nji ho vim pre poz na va njem mo gu se iz-
bjeći mo guće neželje ne pos lje di ce važne ka ko za bo les-
ni ka (pog reške u di jag no zi, li ječenje i praćenje us pješnos ti 
li ječenja, ne pot reb na te ra pi ja) ta ko i za zdrav stve ni sus tav 
(ne pot reb na do dat na is traživa nja).

in met ho ds con tai ni ng an ti bo dies, di rec ted to tro po nin 
com plex. Despi te the re com men da tio ns that hea rt mar-
ke rs shou ld be de ter mi ned in plas ma, es pe cial ly in emer-
gen cy de par tme nt (99), the sam ple of choi ce for tro po nin 
de ter mi na tion is se rum, col lec ted in tu bes wi th or wit-
hout gel or in throm bin tu bes wi th or wit hout gel (95).
Gel used as se rum se pa ra tor can ad so rb ana lyte what can 
cau se fal se ly low con cen tra tion of dru gs pres cri bi ng, e.g. 
an ti dep res san ts, ben zo dia ze pi ne (100). Fi ve to thir ty % of 
the dru gs can be ad sor bed on gel and if the sam ple is ke-
pt for lon ger ti me (24h) ad sor ption can ri se up to 40%. In 
ca se the sam ple for ana lysis requi res free zi ng, the se rum 
mu st be pla ced in to a se pa ra te te st tu be (101). The re are 
se ve ral diff  e re nt types of te st tu bes wi th gel of diff  e re-
nt qua li ty avai lab le on the mar ket to day. There fo re, one 
shou ld be cau tious in choo si ng them and the need for 
their va li da tion by de ter mi na tion of so me ana lytes is ri-
si ng.
The cau se for re su lt va ria bi li ty may be in the mat rix of the 
ca lib ra tor (102,103) or the con trol sam ples (17) due to the 
fa ct that their mat rix is not iden ti cal wi th the bio lo gi cal 
sam ple in whi ch so me ana lyte is bei ng de ter mi ned.

Con clu sion
To day, im mu noas says are not ap plied on ly in spe cia li st 
la bo ra to ries but al so in me di cal bioc he mi cal la bo ra to-
ries (104) and es pe cial ly in private la bo ra to ries. Sa tu ra ti-
ng met ho ds are used for de ter mi na tion of hCG (105), thy-
roid hor mo nes (20,106), car diac mar ker (29-31,107), tu mor 
mar ke rs (55,73,74,108,109) and in the se ana lytes it has al-
so been re por ted about in ter fe ren ces of he te rop hi lic an-
tibodies. Pre va len ce of in ter fe ren ce is lower in ana lyses 
used for lon ger pe riod of ti me (ma nu fac tu re rs of rea gen-
ts and ana lyse rs ten ded to eli mi na te them) than in tho se 
whi ch are in use for shor ter pe riod of ti me (110). Spe cial 
at ten tion mu st be paid to as says wi th bed si de mea su re-
men ts whe re is al so re por ted about in ter fe ren ce of he te-
rop hi lic an ti bo dies (111).
Knowled ge of nu me rous in ter fe ren ces is a pre requi si-
te for their re cog ni tion whi ch hel ps avoi di ng pos sib-
le undesi rab le con sequen ces im por ta nt for the pa tie nt 
(diag nos tic er ro rs, treat me nt and mo ni to ri ng of its effi    ca-
cy, un ne ces sa ry the ra py) and for the heal th ca re system 
as we ll (un ne ces sa ry ad di tio nal re sear ches).
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