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1. UvOD

1.1. PIVKA-I

PIVKA-II (engl. Protein Induced by Vitamin K Absence-Il or Antagonist-11), takoder poznata i pod
nazivom DCP (engl. Des-gamma-Carboxy-Prothrombin), nezreli je oblik protrombina, koji se
sintetizira u jetri u stanju nedostatka vitamina K u organizmu te u prisutnosti antagonista
vitamina K. Takoder, povecane koncentracije PIVKA-II nastaju kao rezultat sloZenog procesa
patogeneze kod hepatocelularnog karcinoma (engl. Hepatocellular Carcinoma, HCC)
(Marzinke i Dufour, 2020). 1984. godine Liebman i sur. otkrili su da je koncentracija PIVKA-
IT znacajno povecana u serumu bolesnika koji imaju dijagnozu HCC-a zbog ¢ega se pocela
proucavati korist PIVKA-11 kao potencijalnog tumorskog biljega za HCC (Feng i sur., 2021).
Nakon §to je postala predmetom istrazivanja, razne studije su pokazale da je PIVKA-II
dijagnosticki biljeg visoke specifi¢nosti i selektivnosti koji se, osim za dijagnozu, koristi i kao
prediktor prognoze kod bolesnika oboljelih od HCC-a. Tim je otkricem PIVKA-II zamijenila
dotadasnju upotrebu alfa-fetoproteina (engl. alpha-fetoprotein, AFP) kao tumorskog biljega
jetrenih bolesti
(http://www.viapath.co.uk/sites/default/files/upload/The%20launch%2001%20a%20new%20p
ilot%20external%20quality%20assurance%20scheme.pdf). PIVKA-II obi¢no se koristi u
kombinaciji s AFP-om $to se pokazalo kao najbolja dijagnosticka opcija jer dijagnosticka
osjetljivost i specificnost moze iznositi i do 94 %, odnosno 98,5 % (Xing. i sur., 2016).
Budu¢i da rana dijagnoza poboljSava prognozu bolesti 1 mogucénost izljecenja, neophodno je
pravovremeno utvrditi postojanje bolesti pomoc¢u serumskih biljega koji imaju sposobnost

to¢no, precizno 1 osjetljivo diferencijalno dijagnosticirati HCC od drugih jetrenih bolesti.

1.1.1. Mehanizam nastanka PIVKA-II

U normalnim fizioloskim okolnostima, prekursor protrombina se karboksilira u jetri putem
enzima karboksilaze ovisne o vitaminu K ¢ime se stvara nativni protrombin
(http://www.viapath.co.uk/sites/default/files/upload/The%20launch%200f%20a%20new%20p
ilot%20external%20quality%20assurance%20scheme.pdf). Prekursor protrombina ima deset
ostataka glutaminske kiseline (engl. Glutamic acid, Glu) koji se u jetri posttranslacijski
modificiraju u gama-karboksi glutaminsku kiselinu (engl. Gamma-Carboxyglutamic acid,

Gla) na N-terminalnoj domeni kako bi se stvorila funkcionalna molekula protrombina. Enzim
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gama-glutamil karboksilaza zahtijeva vitamin K kao kofaktor koji je u svom aktivnom obliku
hidrokinon koji se reciklira u ciklusu vitamina K. U slu¢ajevima nedostatka vitamina K ili u
prisutnosti antagonista vitamina K, primjerice antikoagulansa, karboksilacija onemogucena i
jetra u cirkulaciju izlucuje nekarboksilirani protrombin koji predstavlja abnormalni
koagulacijski ¢imbenik. Ta nefunkcionalna molekula detektira se kao PIVKA-II (Slika 1)
(Chan i Sokoll, 2020). Aminokiselinski ostatci Gla klju¢ni su u bioloskoj aktivnosti proteina
ovisnih o vitaminu K, kao $to su faktori koagulacije II, VII, IX i X, proteini C i Z te
osteokalcin. Gla aminokiselinski ostatci osiguravaju mjesta kojim ¢e se protein vezati za
kalcijeve ione Sto rezultira aktiviraju¢om konformacijskom promjenom koja omogucuje
povezivanje proteina sa fosfolipidima. Formira se kompleks protrombinaze koji se sastoji od
protrombina, faktora Xa, faktora VVa i fosfolipida. Kako PIVKA-II predstavlja abnormalnu
molekulu protrombina koja ne posjeduje ostatke Gla, takva se molekula ne moze vezati za
ione kalcija i iz tog razloga predstavlja bioloski neaktivnu molekulu u koagulacijskoj kaskadi
(http://www.viapath.co.uk/sites/default/files/upload/The%20launch%2001%20a%20new%20p
ilot%20external%20quality%20assurance%20scheme.pdf).
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Slika 1: Mehanizam nastanka PIVKA-1I (preuzeto i prilagodeno prema Xing i sur. (2016) uz

dopustenje izdavaca).
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1.2.  Klini¢ka pozadina hepatocelularnog karcinoma

Hepatocelularni karcinom (HCC) jedan je od najc¢escih karcinoma u svijetu s visokom stopom
smrtnosti i sve vecom incidencijom (https://www.fujirebio.com/en/insights/liver-
diseases/pivkaii-a-biomarker-of-liver-cells-for-the-management-of-hepatocellular).

Drugi je najc¢es¢i uzrok smrti od karcinoma kod muskaraca i Sesti kod Zena u svijetu. Unato¢
velikom broju moguénosti lije¢enja, 5-godisnje prezivljenje bolesnika s HCC-om nize je od
15 %. Los ishod prezivljenja povezan je s ¢injenicom da se vecina sluc¢ajeva HCC-a
dijagnosticira u uznapredovalom stadiju kada pacijenti nisu podobni za kurativne terapije kao
Sto je kirurSka resekcija ili transplantacija jetre (Saitta i sur., 2017). Najces¢i uzroci HCC-a su
infekcija virusnim hepatitisom (hepatitis B ili C) i ciroza jetre, pri ¢emu je alkoholizam
najéeséi uzroénik ciroze jetre (https://www.fujirebio.com/en/insights/liver-diseases/pivkaii-a-
biomarker-of-liver-cells-for-the-management-of-hepatocellular). Ulogu u karcinogenezi igraju
geneticki, ali 1 vanjski ¢imbenici kao $to su toksini iz okoliSa, primjerice aflatoksin, arecanut,
kontaminacija podzemnih voda industrijskim otpadom te koriStenje raznih kancerogenih

poljoprivrednih pesticida (Parkash i sur., 2021).

1.2.1. Dijagnosticki postupci

Sanse za prezivljenje oboljelih od HCC-a mogu se znagajno povecati pravovremenom
dijagnostikom koja bi omogucila odabir naju¢inkovitijeg lijeCenja za svakog pojedinog
bolesnika. Na temelju te ¢injenice, medunarodne smjernice preporucuju probir na HCC kod
visokorizi¢nih pacijenata $to ukljucuje pacijente s cirozom bilo koje etiologije pomoc¢u
ultrazvuka abdomena dva puta godisnje (Bruix i Sherman, 2011). Medutim, u meta-analizi
prospektivnih kohortnih studija, zakljuceno je da je ultrazvuk nezadovoljavajuca
dijagnosticka metoda u otkrivanju HCC-a u ranim fazama, pokazujuc¢i ukupnu osjetljivost od
samo 63 % (Saitta i sur., 2017).

Ultrazvuéne kontrole trebale bi biti nadopunjene dodatnim dijagnostickim postupcima kako bi
postale u¢inkovite u ranom otkrivanju HCC-a, a to ukljucuje postupak kompjuterizirane
tomografije 1 magnetske rezonance. No, primjena navedenih tehnika je ograni¢ena zbog
njihovih nedostataka kao $to su visoka cijena, invazivnost i neosjetljivost na male tumore
(Feng i sur., 2021). Iz tog se razloga pribjegava laboratorijskoj dijagnostici pomocu
serumskih biljega Cija je izvedba manje invazivna, uz zahtjev da koriSteni tumorski biljezi
posjeduju optimalnu u¢inkovitost i specificnost za navedenu bolest. Dostupnost biomarkera

koji imaju moguénost diferencijalne dijagnostike u svrhu razlikovanja regenerativnih 1
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displasti¢nih od neoplasticnih ¢vorova u bolesnika s cirozom i nodularnih lezija dokazanih

ultrazvukom bila bi iznimno korisna u klini¢koj praksi (Saitta i sur., 2017).

1.2.2. Tumorski biljezi

Jedan od najéesée koristenih serumskih tumorskih biljega za otkrivanje i pra¢enje HCC-a je
AFP. Iako se njegova uloga s vremenom razvijala, brojne studije naglaSavaju njegovu
suboptimalnu uc¢inkovitost za rano otkrivanje HCC-a. Budu¢i da se serumska koncentracija
AFP-a od 20 ng/mL (16,6 kIU/L) smatra grani¢nom vrijednos$¢u za razlikovanje HCC-a od
netumorske patologije, AFP ima visoku stopu lazno negativnih rezultata koja iznosi priblizno
40 % u otkrivanju tumora u ranom stadiju (Perne i sur., 2023) S druge strane, velik udio
bolesnika s cirozom jetre ili kroni¢nim virusnim hepatitisom bez pridruzenog HCC-a Cesto
pokazuje lazno pozitivne rezultate. Zakljucuje se kako je dijagnosticka tocnost odredivanja
koncentracije AFP-a u serumu nezadovoljavajuca zbog niske osjetljivosti koja iznosi izmedu
39 % i 64 % i specifi¢nosti koja se krece u rasponu od 76 — 91 % (Perne i sur., 2023).
Tijekom godina dodatno su predlozeni potencijalni tumorski biljezi za HCC, kao $to je
Golgijev protein 73 (engl. Golgi Protein 73, GP73), glipikan-3 (engl. Glypican-3, GPC3) i
citokeratin 19 (engl. Cytokeratin-19, CK-19) (Feng i sur., 2021). No, koncentracija GP73 u
serumu bolesnika s tumorom jetrenog parenhima moze biti povecana, stoga detekcija GP73
nije prikladna za razlikovanje HCC-a i benigne bolesti jetre (Marrero i sur., 2005).
Istrazivanjem se doslo do zakljucka da su koncentracije GPC3 u serumu povecane u bolesnika
s HCC-om, ali da se odredivanjem GPC3 ne mogu diferencirati benigne bolesti od ranog
stadija HCC-a (Liu i sur., 2010). Nadalje, studije su pokazale da je ekspresija CK-19
povezana s agresivnim napretkom HCC-a uz pojavu metastaza i mikrovaskularne invazije sto
sugerira da bi se ovaj tumorski biljeg mogao koristiti kao pokazatelj preZivljenja i recidiva u
bolesnika s HCC-om. Medutim, dodatnim se studijama pokazalo da CK-19 nije dovoljno
ucinkovit za klini¢ku primjenu (Kawai i sur., 2015). S druge strane, nakon svog otkrica
PIVKA-II postaje novi tumorski biljeg sa svojom dokazanom visokom osjetljivos¢u i ve¢om
specificnoscu za HCC u usporedbi s navedenim potencijalnim biljezima HCC-a
(https://www.synnovis.co.uk/news-and-press/clinical-utility-of-pivka-ii-in-the-diagnosis-of-

hepatocellular-carcinoma).



1.2.3. Uloga PIVKA-II u hepatokarcinogenezi

Hepatokarcinogeneza je postupan proces karakteriziran genetskim i molekularnim
promjenama u hepatocitima, nakon ¢ega s vremenom slijedi pojava neoplasti¢ne lezije koja se
moze otkriti slikovnim tehnikama (Perne 1 sur., 2023).

Protrombin, protein koji sudjeluje u kaskadi koagulacije krvi, sintetizira se u jetri. Kako bi se
pretvorio u aktivni oblik, nuzan je gama-karboksilacijski proces ovisan o vitaminu K.
Medutim, bolesnici s HCC-om imaju poremeceni proces gama-karboksilacije pa se umjesto
funkcionalnog protrombina stvara PIVKA-I1I koja se detektira u serumu (Kinukawa i sur.,
2015). Iako odnos izmedu PIVKA-I1I i pojave HCC-a jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen,
dokazano je da PIVKA-II potice stani¢nu proliferaciju jer se veze na receptor ¢imbenika rasta
hepatocita Sto dovodi do rasta tumora, tumorske invazije i pojave metastaza putem
JAK1/STAT3 i ERK1/2 MAPK signalnih putova (Sagar i sur., 2021).Mnoga su istraZivanja
pokazala da je koncentracija PIVKA-II u serumu povezana s veli¢inom tumora, vaskularnom
invazijom, pojavom intrahepatickih metastaza te ucestalos¢u recidiva nakon lijeenja (Tang i
sur., 2005; Koike i sur., 2001; Hamamura i sur., 2000; Imamura i sur., 1999). Zbog toga se
PIVKA-II moze koristiti kao prognosticki prediktor razvoja bolesti te imati bitnu ulogu
prilikom odlucivanja o naju¢inkovitijoj terapiji prema karakterizaciji tumora (Fujita 1 sur.,

2015).

1.3. Imunokemijske metode

Imunokemijske metode vrsta su biokemijskih metoda pomoc¢u kojih se identificira i
kvantificira nepoznati analit u otopini (uzorku) pomocu specifi¢nih reakcija izmedu analita
(antigen) i protutijela. Reakcija protutijelo-antigen je tipi¢na reverzibilna bimolekularna
reakcija koja ima konstante brzine reakcija koje ovise o koncentraciji antigena i protutijela,
afinitetu za antigen koji je definiran konstantom asocijacije protutijela za njegov antigen,
temperaturi, pH vrijednosti i drugim uvjetima okoline. Imunotestovi temelje se na stvaranju
imunokompleksa koji se detektiraju i kvantificiraju razli€itim fizikalnim i kemijskim
metodama pomocu radioaktivnih izotopa, enzima, fluorescentnih tvari ili kemijskih sonda
(Darwish, 2006).



1.3.1. Kemiluminiscentna imunometoda

Kemiluminiscentna imunometoda (engl. Chemiluminescence Immunoassay, CLIA) vrsta je
imunokemijske metode pomocu koje se odreduje koncentracija analita iz uzorka na temelju
intenziteta svjetlosti koju emitira kemijska ili bioloSka reakcija. CLIA je kombinacija sustava
kemiluminiscencije i imunoreakcije jer nastaje kao rezultat specifi¢ne reakcije izmedu
antigena i protutijela kojom se oslobada energija koja se ocituje kao luminiscencija $to
omogucuje kvantitativno odredivanje Zeljenog analita (Khan i sur., 2023).

Eilhardt Weideman je 1988. prvi osmislio izraz ,.kemiluminiscencija“, a kemiluminiscentna
reakcija odnosi se na emisiju svjetla razli¢itih stupnjeva intenziteta i zivotnog vijeka koje se
uocavaju kao boje koje obuhvacaju vidljivi spektar zbog kemijskih promjena neke tvari.
Opcéenito, kemiluminiscentna reacija moze biti generirana pomocu dva osnovna mehanizma
koji ukljucuju izravnu i neizravnu reakciju nastanka kemiluminiscencije (Slika 2).
Zajednicki put ukljucuje da dva reagensa, koji obi¢no predstavljaju supstrat i oksidans, u
prisutnosti kofaktora i katalizatora stupaju u reakciju i stvaraju produkt reakcije ili
meduprodukt (Azim i sur., 2018). Kao rezultat nastaje emitirana svjetlost koja se naziva
luminiscencija, a bududi da je izvor energije za pobudu kemijska reakcija radi se o
kemiluminiscenciji (Khan i sur., 2023). Naj¢es¢i kemiluminiscentni supstrati su luminol,
izoluminol i njihovi derivati te derivati akridinijevog estera. Oksidans je molekula enzima
koja djeluje na supstrat i tako osigurava katalizu, a naj¢es¢e koriSteni enzimi jesu alkalna
fosfataza i peroksidaza (Azim i sur., 2018).

Direktnom kemiluminiscencijom nastaje produkt reakcije koji je u elektronicki pobudenom
stanju i koji izravno prelazi u osnovno stanje uz emisiju fotona.

Kod indirektne kemiluminiscentne reakcije kemiluminiscentni prekursor, odnosno supstrat,
pretvara se u elektronicku pobudenu molekulu (meduprodukt) koja prenosi energiju na
fluorofor koji se na taj nacin pobuduje te prelazi u svoje osnovno stanje emitirajuci foton
(Azim i sur., 2018).

CLIA je primjenjiva u razli¢itim podru¢jima znanosti, medicine, farmaceutske industrije i
industrije hrane zbog svojih svojstava kao $to su visoka osjetljivost, dobra specifi¢nost, Sirok

raspon primjene, jednostavna oprema i Siroki linearni raspon (Azim i sur., 2018).
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Slika 2: Dva mehanizma kemiluminiscentne reakcije (preuzeto i prilagodeno prema Azim i

sur. (2018) uz dopustenje izdavaca).

1.4.  Kratka analiticka verifikacija kvantitativnih metoda

Cilj rada svakog medicinsko-biokemijskog laboratorija je izdavanje to¢nih i pouzdanih
rezultata svojih aktivnosti. Kako bi se to postiglo, vazno je utvrditi sposobnost laboratorija da
u svojim uvjetima primjenom odabrane metode postize Zeljeni cilj. Stoga, potrebno je na
prikladan nacin provjeriti metodu kako bi se utvrdilo ispunjava li ta metoda odredene kriterije
1je li prikladna za odredenu svrhu.

Medunarodna norma ISO 15189 zahtijeva da medicinsko-biokemijski laboratoriji osiguraju
pouzdanost i sljedivost rezultata pretraga koje izdaju te da pravodobno procjenjuju njihovu
mjernu nesigurnost. Kako bi izdani rezultati laboratorijskih pretraga bili vjerodostojni i
medunarodno prihvaceni, nuzna je provedba verifikacije primijenjenih analiti¢kih metoda.
Time se osigurava kvaliteta analitickog mjerenja jer je tijekom procesa verifikacije moguce
uociti nedostatke pojedine metode tijekom njenog izvodenja te utvrditi moguce uzroke.
Dokumentom Direktiva za in vitro dijagnosticka medicinska sredstva (Directive on in vitro
Diagnostic Medical Devices — VD 98/79/EC) na snagu je stupila obaveza svim
proizvodac¢ima medicinske opreme koja sluze u dijagnosticke svrhe da izvrSe potpunu
validaciju analiti¢kih metoda. 1z tog razloga nema potrebe za dodatnom analitickom
validacijom u medicinsko-biokemijskom laboratoriju kojom bi se provijerile sve radne
znacajke metode, nego je dovoljno provesti verifikaciju primijenjenih analiti€kih metoda
(Flegar Mestri¢, 2010).

Verifikacija ve¢ validiranih metoda provodi se u radnim uvjetima laboratorija kako bi se



potvrdila prikladnost i primjenjivost navedenog postupka. Izvodi se uoci prve upotrebe
validirane metode u laboratoriju ili kod promjene nekih uvjeta u laboratoriju koji utje¢u na
metodu.

Laboratorij moze odabrati smjernice prema kojima ¢e izvrsiti proces verifikacije pojedine
komponente u cjelokupnom postupku verifikacije analiticke metode. Dostupno je mnogo
protokola koji predlazu razlicit pristup prilikom izvodenja verifikacijskog procesa, a
laboratorij mora odrediti optimalni eksperimentalni dizajn koji uravnotezuje klini¢ku izvedbu
i dostupnost resursa (Loh i sur., 2023).

Za postupak verifikacije metode moguce je primijeniti protokol Instituta za klinicke i
laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI). Dokument
EP15-A2 — User Verification of Performance for Precision and Trueness; Approved
Guideline-2 predstavlja preporuke u svrhu postizanja visokog stupnja harmonizacije i
standardizacije prilikom postupka kratke analiticke verifikacije novouvedene kvantitativne
metode. Ovaj protokol koristi terminologiju medunarodno prihvacenoga mjeriteljskog
rjeénika VIM 3 (engl. International Vocabulary and Metrology 3) koji objedinjuje
mjeriteljsku terminologiju u podrucju laboratorijske medicine u svrhu harmonizacije pojmova
1 definicija u podrucju mjeriteljstva. Protokol opisan u dokumentu EP15-A2 sluzi kao pomo¢
laboratoriju u postupku verifikacije analitickih metoda koje je validirao proizvodac iscrpnim
ispitivanjima (Flegar Mestri¢, 2010).

Postupak kratke analiticke verifikacije sastoji se od procjene preciznosti, procjene istinitosti,
provjere linearnosti, odnosno mjernog podrucja, te provjere referentnog intervala. Dodatno,
mozZe se napraviti usporedba rezultata s rutinskom metodom. Prije svega navedenog, potrebno
je upoznati se s analitickim sustavom koji obuhvacéa upoznavanje s tehni¢kim
karakteristikama analitickog sustava te postupak kalibracije i provodenja unutrasnje kontrole
kvalitete. Na kraju se ocjenjuje provedeni verificirani postupak, odnosno procjenjuje se
prihvatljivost dobivenih rezultata. Kriteriji prihva¢anja dobivenih rezultata temelje se na
bioloskoj varijaciji koji se mogu pronaci u bazama podataka od kojih je naj¢es¢e koriStena
EFLM Biological Variation Database. Zbog ¢injenice Sto bioloski kriteriji prihvatljivosti nisu
uvijek dostupni, dobiveni rezultati mogu se ocijeniti usporedbom s Kriterijima prihvatljivosti
proizvodaca reagensa ili rezultatima organizatora vanjske procjene kvalitete (Flegar Mestri¢,
2010).



1.4.1. Procjena preciznosti metode

Kroz verifikacijski postupak obuhvacéena je procjena mjerne preciznosti, tj. veli¢ine sluc¢ajne
pogreske (Flegar Mestri¢, 2010). Preciznost se definira kao bliskost slaganja izmedu
neovisnih rezultata ispitivanja dobivenih primjenom eksperimentalnog postupka pod
propisanim uvjetima. Preciznost se odnosi samo na rasprsenje, a ne na odstupanje od prave
vrijednosti (Currie i Svehla, 1994).

Veli¢ina slucajne pogreske iskazuje se kao standardno odstupanje (engl. standard deviation,
S) ili kao koeficijent varijacije (engl. Coefficient of Variation, KV). Tijekom kratke analiti¢ke
verifikacije odreduje se ponovljivost, odnosno preciznost u seriji (engl. repeatability), zatim
medupreciznost, odnosno preciznost iz dana u dan (engl. intermediate precision), te ukupna
laboratorijska preciznost, odnosno unutarlaboratorijska preciznost (engl. within-laboratory).
Podaci za ukupnu laboratorijsku preciznost koriste se za procjenu mjerne nesigurnosti (Flegar
Mestric, 2010).

1.4.2. Preciznost u seriji
Ponovljivost ili preciznost u seriji jest pojam koji opisuje neslaganje u nizu ponovljenih
mjerenja kad su sva mjerenja izvedena pod jednakim, nepromijenjenim uvjetima u kojima isti
analitiCar koristi istu opremu i u istom laboratoriju primjenjuje istu metodu ispitujuci
istovjetne uzorke kako bi dobio nezavisne rezultate ispitivanja. Ponovljivost se odnosi na

varijabilnost koja je posljedica iskljucivo ¢imbenika unutar serije (CLSI, 2006).

1.4.3. Medupreciznost

Medupreciznost se definira kao bliskost slaganja izmedu neovisnih rezultata dobivenih istom
metodom na identi¢nom ispitivanom materijalu, ali pod razli¢itim uvjetima Sto ukljucuje
razli¢ite operatere, razliite aparate, razli€iti laboratorije i/ili nakon razli€itih vremenskih

intervala (Currie i Svehla, 1994).

1.4.4. Unutarlaboratorijska preciznost

Unutarlaboratorijska preciznost je parametar kojim se procjenjuje varijabilnost u rezultatima

dobivenima unutar istog laboratorija, a koji su podlozni razli¢itim utjecajima kao $to je



izvodenje analize od strane razli€itih analiticara tijekom vise dana, uz koriStenje razlicitih
mjernih instrumenata. Unutarlaboratorijska preciznost procjenjuje se tijekom duljeg
vremenskog razdoblja uzimajuci u obzir pogresku ponovljivosti i pogresku medupreciznosti.

(ICH Q2(R1), 2005).

1.4.5. Procjena tocnosti metode

Tocnost analiticke metode je bliskost slaganja izmedu rezultata ispitivanja i prave vrijednosti
(Currie i Svehla, 1994).

Mjera istinitosti numeri¢ki se izrazava kao sustavna pogreska (eng. bias) i/ili iskoristenje, a
odreduje se usporedbom s referentnom metodom ili primjenom certificiranih referentnih
materijala (engl. Certified Reference Material, CRM) s iskazanom mjernom nesigurnosc¢u i
mjeriteljskom sljedivosc¢u (Flegar Mestri¢, 2010).

U slucaju da CRM ne postoji za odredeni analit, kao $to je slu¢aj u postupku procjene to¢nosti
metode za kvantitativno odredivanje PIVKA-II, to¢na vrijednost izmjerena referentnom
metodom koja se zeli postiéi je nepoznata. U tom se slucaju u izracunu za bias koristi
vrijednost koncentracije komercijalnog kontrolnog materijala iz navoda proizvodaca koja
predstavlja ciljnu vrijednost koncentracije analita ili srednja vrijednost kontrolne skupine koja
je dobivena iz programa vanjske procjene kvalitete ukoliko u programu sudjeluje znacajan
broj sudionika s ispitivanom metodom.

S obzirom da nije utvrdena to¢na koncentracija s kojom bi se vrijednost izmjerena u sklopu
verifikacijskog procesa mogla usporediti, vrijednost kriterija prihvatljivosti za to¢nost je
izraCunata na temelju kriterija prihvatljivosti za mjernu nesigurnost i dobivene srednje

vrijednosti za KV iz procjene preciznosti za obje koncentracijske razine kontrolnih uzoraka.

1.4.6. Procjena mjerne nesigurnosti metode

Prema dokumentu HR EN ISO 15189, mjerna nesigurnost je parametar pridruzen rezultatu
mjerenja koji karakterizira rasipanje vrijednosti koje se pripisuju mjerenoj velicini.

Pojam mjerne nesigurnosti odnosi se na interval unutar kojeg se, s odredenom vjerojatnoscu,
nalazi rezultat mjerenja (Celap, 2015).

Zadaca svakog laboratorija je utvrditi mjerne nesigurnosti za svaki mjerni postupak, definirati
zahtjeve izvedbe za mjernu nesigurnost svakog mjernog postupka te redovito ocjenjivati

vrijednosti mjerne nesigurnosti (Celap, 2015).
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Kako bi se izracunala mjerna nesigurnost najprije je potrebno odrediti kriterij prihvatljivosti s
kojem ¢e se usporedivati izracunata vrijednost, a najcesce se dobiva iz podataka za biolosku
varijabilnost odredenog analita. Zatim se utvrduju i kvantificiraju izvori varijabilnosti, a tu
spadaju oni izvori varijabilnosti koji su dio analiticke faze ispitivanja. Prijeanaliticke i
poslijeanaliticke izvore nesigurnosti nije moguce kvantificirati, a neke niti kontrolirati. Dva su
glavna izvora nesigurnosti u analitickom dijelu: nesigurnost kao posljedica sluc¢ajnih
pogresaka koje se dogadaju pri izvodenju mjerenja, a koje nije moguce ukloniti, te
nesigurnost broj¢ane vrijednosti mjerene veli¢ine u kalibratoru. Nakon toga slijedi izracun

mjerne nesigurnosti u koji ulaze svi izvori varijabilnosti (Celap, 2015).

1.4.7. Usporedba dviju metoda

Postupkom usporedbe rezultata s rutinskom metodom ispituje se podudarnost rezultata
dobivenih mjerenjem metodom koja je u postupku verifikacije u odnosu na ve¢ postojecu
metodu, onu koja se do sada koristila u laboratoriju. Primarni cilj usporedbe rezultata dviju
metoda je osigurati da promjena metode nece uzrokovati promjenu u laboratorijskim
rezultatima pacijenata. Usporedbu metoda moze izvrsiti proizvodac prilikom validacije nove
analiticke metode ili analizatora pri ¢emu usporeduje novu metodu sa zlatnim standardom ili
referentnom metodom. Usporedbu mozZe vrS$iti 1 laboratorij koji usporeduje novu metodu koja
se uvodi u rutinski rad s drugom koristenom metodom (Vuljani¢ i Saracevi¢, 2022).

VaZzno je napomenuti kako imunokemijske metode nisu medusobno usporedive te rezultat
odredivanja koncentracije analita kod istog pacijenta razli¢itim imunokemijskim metodama
nije usporediv §to u klinickoj praksi moZe utjecati na interpretaciju rezultata.

Najcesce koristeni statisticki modeli u svrhu procjene usporedivosti metoda su Passing-
Bablok i Demingova regresija te Bland-Altmanova analiza (Vuljani¢ i Saraéevic, 2022).
Passing-Bablok regresijska analiza je robusna, neparametrijska metoda koja zahtjeva
kontinuiranu raspodjelu podataka i linearni odnos izmedu vrijednosti koje su dobivene
primjenom dviju analitickih metoda. Rezultati se prikazuju pravcem regresije uz jednadzbu
pravca u kojoj vrijednost odsjecka predstavlja konstantno, a vrijednost nagiba proporcionalno
odstupanje u mjerenjima. Pomocu vrijednosti granica pouzdanosti od 95 % za odsjecak i za
nagib dolazi se do zakljucka je li razlika statisticki znacajna na temelju Cega se provjerava
podudarnost dviju analitickih metoda te zakljucuje o prisutnosti sustavne razlike medu njima
(Bili¢-Zulle, 2011).

Bland-Altmanova analiza graficki prikazuje razliku izmedu uparenih vrijednosti dviju
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metoda. Na x-osi (engl. mean) nalaze se srednje vrijednosti mjerenja dviju metoda ili samo
mjerenja referentne metode, dok se na y-osi (engl. mean difference) prikazuje srednja
vrijednost razlike mjerenja (Vuljani¢ i Saracevi¢, 2022). Podaci se prikazuju kao apsolutne
razlike, u mjernim jedinicama, ili kao postotak odstupanja izmedu mjerenja. Ovaj se
statistiCki model koristi za procjenu odstupanja izmedu srednjih vrijednosti razlika mjerenja i
za procjenu intervala podudarnosti unutar kojeg se nalazi 95 % razlika izmedu mjerenja, ali ne
daje informaciju je li interval podudarnosti prihvatljiv. Granice prihvatljivosti se unaprijed
definiraju obzirom na klinicke potrebe laboratorija 1 bioloskih razmatranja ili nekih drugih

ciljeva (Giavarina, 2015).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Pravovremeno otkrivanje HCC-a postao je pravi izazov zbog ¢ega se posljednjih desetljeca
nastoji pronaci specifi¢an tumorski biljeg. Od 1984. godine kada su znanstvenici uocili
povisenu koncentraciju PIVKA-II u HCC-u, ova je molekula postala predmetom brojnih
istrazivanja. Raznim je studijima zakljuceno kako ima vecu osjetljivost i specificnost u

odnosu na dotad koriSten AFP, §to moze omoguciti pravodobnu dijagnozu.

U Odjelu za medicinsku biokemiju s analitickom toksikologijom Klinickog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) u Klinic¢koj bolnici (KB) Dubrava uvedena je metoda
kvantitativnog odredivanja PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800 (Snibe, Shenzen, China).

Cilj ovog diplomskog rada je prikazati postupak kratke analiticke verifikacije uvedene metode
kroz analiti¢ko ispitivanje preciznosti, to¢nosti, mjerne nesigurnosti te usporedivosti s
rezultatima sustava koriStenog u rutinskom radu. Za procjenu preciznosti, tocnosti 1 mjerne
nesigurnosti koristeni su komercijalni kontrolni uzorci u dvije koncentracijske razine, a u
svrhu ispitivanja usporedivosti novouvedene metode u KZLD KB Dubrava s metodom
implementiranom u KBC Rijeka prikupljeno je 40 uzoraka seruma pacijenata upucenih na

odredivanje PIVKA-II, nakon ¢ega su rezultati obradeni statisticCkim metodama.
Svrha verifikacije je donoSenje zaklju€ka o analitickim karakteristikama ispitivane metode

prije nego Sto se ista uvede u rutinski rad kako bi se osiguralo tocno 1 dosljedno odredivanje

koncentracije PIVKA-II u ljudskom serumu.
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3. MATERUALI I METODE

3.1. Uzorci

Za provedbu kratke analiticke verifikacije koristen je komercijalni kontrolni materijal
Maglumi PIVKA-II CONTROL 1 (LOT: 15022011Q1) u kojem je koncentracija PIVKA-I1I
unutar granica referentnog intervala te kontrolni materijal Maglumi PIVKA-I1 CONTROL 2
(LOT: 15022011Q2) u kojem je koncentracija PIVKA-II izvan granica referentnog intervala.
Usporedba je radena izmedu ispitivanog analizatora Maglumi 800 (Snibe, Shenzen, China) u
KB Dubrava i analizatora Cobas E601 (Roche, Rotkreuz, Switzerland) u KBC Rijeka gdje je
prethodno implementirana metoda za odredivanje koncentracija PIVKA-II. Usporedba je
napravljena na 40 uzoraka seruma pacijenata koji su prikupljeni u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Rijeka.

3.2.  KoriSteni reagensi

Maglumi® PIVKA-II komplet reagensa koji se koristio u svrhu kratke analiticke verifikacije

sastoji se od:

1. 13,5 mL otopine PBS pufera (engl. Phosphate-Buffered Saline), sastav: fizioloska
otopina s fosfatnim puferom (pH ~ 7,4), natrijev azid (NaN3) (< 0,1 %) koji se dodaje
kako bi se sprije¢ila mikrobna kontaminacija.

2. 2,5 mL otopine magnetskih mikrocestica oblozene s anti-PIVKA-II monoklonskim
protutijelima (~ 10,0 ug/mL) u PBS puferu, dodatak NaNsz (< 0,1 %).

3. 2,0 mL otopine kalibratora niske koncentracije, sastav: niska koncentracija PIVKA-II
antigena u Tris-HCI puferu, NaNs (< 0,1 %).

4. 2,0 mL otopine kalibratora visoke koncentracije, sastav: visoka koncentracija PIVKA-
Il antigena u Tris-HCI puferu, NaNs (< 0,1 %).

5. 15,0 mL otopine diluenta, sastav: 0,9 % NaCl.

6. 23,5 mL otopine ABEI (engl. Amino-Butyl-Ethyl-Isoluminol), sastav: ABEI
konjugiran s anti-PIVKA-11 monoklonskim protutijelima (~ 62,5 ng/mL) u PBS
puferu, NaN3 (< 0,1 %).

7. 2,0 mL kontrolne otopine 1, sastav: niska koncentracija PIVKA-I1I antigena (50,0
mAU/mL) u Tris-HCI puferu, NaN3 (< 0,1 %).
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8. 2,0 mL kontrolne otopine 2, sastav: visoka koncentracija PIVKA-II antigena (5000
mAU/mL) u Tris-HCI puferu, NaN3 (< 0,1 %).

Svi navedeni reagensi spremni su za upotrebu.

Osim navedenih reagensa, za izvodenje reakcije potrebna je otopina za ispiranje te otopina

Starter 1 (NaOH) i otopina Starter 2 (H20>).

3.3.  Analizator

Kratka analiticka verifikacija metode za odredivanje PIVKA-II provedena je na analizatoru
Maglumi 800 (serijski broj: 0101010012022100862). Analizator je proizveden od
biomedicinske kompanije Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd. (Snibe
Co., Ltd).

Maglumi 800 je potpuno automatizirani analizator ¢iji je princip rada CLIA. Sadrzi 40
pozicija na koje se stavljaju uzorci te 9 pozicija za reagense, a oba su dijela analizatora,
prostor za uzorke i prostor za reagense, rashladena. Analiza se vr$i pomocu pipetora koji je
oblozen teflonom kako bi se efekt prijenosa (engl. carry over) sveo na minimum. Radna
jedinica sastoji se od visoko osjetljivog fotomultiplikatora pomocu kojeg se vrsi kemijska

reakcija u kivetama (https://www.snibe.com/zh_en/en_productArtical.aspx?id=29).

3.4. Nacelo i izvedba metode

Metoda kvantitativnog odredivanja PIVKA-II u humanom serumu je sendvi¢ CLIA u jednom
koraku koja se temelji na reakciji izmedu antigena (PIVKA-II) i protutijela (anti-PIVKA-I1I), a
nastala veza obiljezena je ABEI molekulama. ABEI je spoj N-(4-aminobutil)-N-
etilizoluminol koji predstavlja kemiluminiscentnu molekulu koja emitira svjetlo u kemijskoj
reakciji. Intenzitet svjetla iskazuje se u relativnim jedinicama svjetlosti (engl. Relative Light
Unit, RLU) na temelju ¢ega se odreduje koncentracija analita (antigena, odnosno PIVKA-I1I
molekule).

Prethodno je potrebno izraditi kalibraciju koja ukljucuje analizu uzoraka poznate
koncentracije i za njih se izmjeri intenzitet svjetla koji se izrazi u RLU te se izraduje
kalibracijska krivulja. Uzorcima ¢iju koncentraciju zelimo odrediti izmjeri se intenzitet svjetla
izrazen u RLU te se pomocu kalibracijske krivulje odredi nepoznata koncentracija uzorka.

Test se izvodi tako da se u pomijeSa uzorak koji sadrzi PIVKA-II ¢iju koncentraciju Zelimo
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odrediti s puferom i magnetskim mikrocesticama koje su oblozene anti-PIVKA-II
monoklonskim protutijelima. Reakcijska se smjesa inkubira te se ispire nakon precipitacije u
magnetskom polju kako bi se uklonile nespecifi¢no vezane tvari. U kivetu se zatim dodaje
drugo anti-PIVKA-II monoklonsko protutijelo obiljezeno kemiluminiscentnim spojem ABEI
kako bi se formirali “sendvi¢” kompleksi. Nakon precipitacije u magnetskom polju koje
omogucuje da se u kiveti zadrze magnetske Cestice na kojima je vezan sendvi¢ kompeks s
analitom, supernatant se dekantira i sadrzaj reakcijske smjese se ispire kako bi u kiveti
preostale samo magnetske Cestice i na njima vezani sendvi¢ kompleksi s analitom. Nakon
ciklusa ispiranja, dodaju se otopine Starter 1 (NaOH) i Starter 2 (H20>) koje iniciraju
kemiluminiscentnu reakciju i emisiju svjetla. Svjetlosni signal se mjeri fotomultiplikatorom i
pretvara u RLU §to je proporcionalno koncentraciji PIVKA-II u uzorku.

Prema navodima proizvodaca, o¢ekivane vrijednosti koncentracija za PIVKA-II izmjerene
CLIA metodom iznose < 40 mAU/mL. Budu¢i da rezultati mogu varirati medu laboratorijima
zbog varijacija u populaciji i metodi, preporuka je da svaki laboratorij izradi svoj referentni

interval prilikom verifikacije metode.

3.5.  Statisticka obrada podataka

Za prikaz rezultata 1 statistiCku obradu dobivenih rezultata koriSten je raCunalni program
Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft, SAD) te statisti¢ki program MedCalc (MedCalc
Software, Ostend, Belgija).

Pomocu programa Microsoft Office Excel 2003 obradeni su podaci potrebni za ispitivanje
preciznosti, to¢nosti i mjerne nesigurnosti metode, dok je statisticki program MedCalc sluzio

za obradu podataka potrebnih za provedbu usporedbe metoda.

3.5.1. Ispitivanje preciznosti metode

Ispitivanje preciznosti metode provedeno je prema CLSI EP15-A2 protokolu.

Za usporedbu s kriterijima prihvatljivosti koje je deklarirao proizvodac koristeni su
komercijalno dostupni kontrolni uzorci u dvije koncentracijske razine — normalnoj i
patoloskoj. Svaki od dva kontrolna uzorka izmjeren je u triplikatu kroz 5 dana Sto daje
ukupno 15 rezultata po kontrolnom uzorku.

Slucajne pogreske se kvantificiraju mjerenjem nepreciznosti metode i iskazuju kao standardna
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devijacija (s) 1 koeficijent varijacije (KV) (Gasljevi¢, 2010). Koeficijent varijacije iskazuje
odnos standardne devijacije prema aritmeti¢koj sredini niza mjerenja.

Na temelju usporedbe dobivenih rezultata s tvrdnjama proizvodaca donosi se odluka o
prihvatljivosti preciznosti metode ¢ime se zakljucuje posjeduje li metoda zadovoljavajucu

ponovljivost i medupreciznost.

a. Ponovljivost

Izracun za ponovljivost (preciznost u seriji) koji predstavlja skupnu standardnu devijaciju
izraCunatu iz standardnih devijacija dobivenih svakog dana tijekom 5 dana mjerenja:

S :\/s§1+sgz+sg3+sg4+sﬁs
r D
pri ¢emu su Sd1, Sa2, Sd3, Sd4, Sds standardna odstupanja za svaku seriju odredivanja, a D je
ukupan broj dana.

Formula za izracun koeficijenta varijacije:

St

pri ¢emu je x srednja vrijednost svih aritmetickih sredina kroz 5 dana.

b. Medupreciznost

[zracun za medupreciznost (preciznost iz dana u dan) koji predstavlja standardnu devijaciju
izraCunatu iz aritmetickih sredina svakog dana odredivanja:

Zg:l(g_ )?)2
D-1

Sb=

pri ¢emu je xq aritmetic¢ka sredina svakog dana odredivanja, a x srednja vrijednost svih
vrijednosti mjerenja tijekom 5 dana.

Formula za izracun koeficijenta varijacije:

Sy
KV (%) = = x 100

pri ¢emu je x srednja vrijednost svih aritmetickih sredina kroz 5 dana.
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¢. Unutarlaboratorijska preciznost

Izracun za unutarlaboratorijsku preciznost (ukupnu laboratorijsku preciznost) koji sadrzi
pogresku ponovljivosti izrazenu skupnom standardnom devijacijom (Sy) i pogresku

medupreciznosti izrazenu standardnom devijacijom izmedu serija (Sp):

pri cemu je n broj ponavljanja u seriji.

Formula za izracun koeficijenta varijacije:

S
KV (%) = gl x 100

pri éemu je x srednja vrijednost svih aritmeti¢kih sredina kroz 5 dana.

3.5.2. Ispitivanje to¢nosti metode

Za procjenu tocnosti metode koriSteni su komercijalni kontrolni uzorci poznate koncentracije
koji su analizirani u triplikatu tijekom pet dana, a medusoban odnos prikazuje se kroz

apsolutno i relativno odstupanje (bias) izracunato prema sljede¢im formulama:

bias (abs) = |X — x|

X — X

bias (rel) = | X 100 %

XC
pri ¢emu X oznacava srednju vrijednost svih srednjih vrijednosti mjerenja kroz 5 dana, a xc

oznacava ciljnu koncentraciju analita dobivenu od proizvodaca.

Dobivena vrijednost usporeduje se s kriterijem prihvatljivosti koji je dobiven ra¢unski preko
sljede¢e formule: BIAS = a — 1,96 X b, pri ¢emu a oznacuje kriterij prihvatljivosti za
mjernu nesigurnost dobiven iz literaturnih podataka, a b je vrijednost dobivena izraunom

srednje vrijednosti za KV (aritmeticka sredina vrijednosti KV za svaku razinu).
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3.5.3. Procjena mjerne nesigurnosti

U svrhu postupka kratke analiticke verifikacije metode za odredivanje PIVKA-II za izracun
mjerne nesigurnosti koristen je tzv. top down pristup kojim se direktno procjenjuje mjerna
nesigurnost cijelog mjernog sustava.

Sastavljena relativna standardna mjerna nesigurnost (Uc) je veli¢ina koja predstavlja ukupnu
mjernu nesigurnost, a odnosi se na mjernu nesigurnost uzrokovanu nepreciznoscéu (U
nepreciznosti) ¢iji je uzrok slucajna pogreska, mjernu nesigurnost uzrokovanu sustavnom
greSkom (U bias) koja se izrazava biasom, mjernu nesigurnost kalibratora (U kalibratora) te

mjernu nesigurnost koju ¢ine ostali izvori pogreske (U ostalo), a izraCunava se prema formuli:

U, = 2 x 3/U nepreciznosti2 + U bias? + U kalibratora? + U ostalo?

Kako bi se kvantificirala ukupna koli¢ina analitickih pogresaka, procjenjuje se veli¢ina
ukupne pogreske (engl. total error, TE) koja se pripisuje nepreciznosti i neto¢nosti te
predstavlja kombinaciju slucajnih i sustavnih pogresaka.

Za razliku od mjerne nesigurnosti koja predstavlja raspon varijacije izmedu izmjerene
vrijednosti i o¢ekivane ili stvarne vrijednosti, ukupna pogreska predstavlja razliku izmedu
izmjerene vrijednosti i stvarne ili ocekivane vrijednosti.

Izracun za srednju ukupnu gresku, koja se izrazava u postotku, U obzir uzima srednju

vrijednost biasa i srednju vrijednost koeficijenta varijacije:

TE = |bias| + 1,96 x KV

3.5.4. Usporedba rezultata s rutinskom metodom

U svrhu usporedbe dviju metoda, uzorci seruma 40 pacijenata razli¢ite dobi i spola u Sirokom
mjernom rasponu najprije su analizirani na Roche Cobas E601 analizatoru u KBC Rijeka, a
nakon toga na Maglumi 800 analizatoru u KB Dubrava.

Referentni interval za PIVKA-II ¢ije su koncentracije izmjerene u KB Dubrava iznosi < 40
mAU/mL, dok referentni interval za koncentraciju PIVKA-II ¢ije su vrijednosti izmjerene u
KBC Rijeka iznose < 27,8 mAU/mL za Zene, odnosno < 28,6 mAU/mL za muskarce.

Cilj usporedivosti je procijeniti razliku izmedu ve¢ postojece metode i one koja se zeli uvesti
u rutinski rad. Za statisticku obradu rezultata koristen je Bland-Altman prikaz i Passing-
Bablockova regresijska analiza.

U svrhu medulaboratorijske usporedbe koriste se 95 %-tni intervali pouzdanosti. Procjena 95
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%-tnog intervala pouzdanosti osigurava da ¢e se, ponovi li se mjerenje vise puta, prava ili
prosjecna vrijednost u 95 % slucajeva nalaziti unutar ovog intervala. Za procjenu slaganja
izmedu dvije metode, vrijednost 0 za odsjecak na ordinati 1 1 za nagib pravca moraju biti
unutar 95 %-tnog intervala pouzdanosti. Ukoliko se 0 ne nalazi unutar 95 %-tnog intervala
pouzdanosti, postoji konstantna razlika u metodama za odsjecak na ordinati, a u slucaju da
vrijednost 1 nije unutar 95 %-tnog intervala pouzdanosti, za nagib pravca postoji
proporcionalno odstupanje. Na temelju dobivenih rezultata odreduje se vrijednost konstantne i
klini¢ki znacajne.

Buduc¢i da Passing-Bablockova regresijska analiza zahtjeva linearan odnos izmedu dva skupa
mjerenja podataka, Cusum testom (engl. Cumulative Sum) procjenjuje se valjanost linearnog
modela. P vrijednost dobivena Cusum testom koja iznosi manje od 0,05 ukazuje na znac¢ajno
odstupanje od linearnosti, a nelinearan odnos izmedu dvaju skupova podataka ukazuje na
nepodudarnost metoda (Bili¢-Zulle, 2011).
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4. REZULTATI

4.1.  Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Tablica 1: Rezultati ispitivanja preciznosti koje ukljucuje ponovljivost (preciznost u
seriji), medupreciznost (preciznost iz dana u dan) te unutarlaboratorijsku preciznost za

kontrolni uzorak s niskom koncentracijom PIVKA-1I na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 1
D=5dana;n=3
(triplikat) Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
Mjerenje 1 41,86 43,98 43,81 43,14 39,37
Mjerenje 2 43,33 40,53 43,04 42,74 42,46
Mjerenje 3 43,42 43,25 44,39 43,65 41,93

PONOVLIJIVOST (PRECIZNOST U SERIII)

Aritmeti¢ka sredina svake

. N 42,87 42,59 43,75 43,18 41,25
serije odredivanja, x4

Standardno odstupanje za
svaku seriju odredivanja: 0,88 1,82 0,68 0,46 1,65
Sdi1, Sd2, Sd3, Sd4, Sds
Skupno standardno
odstupanje, za 5 dana, S,
Koeficijent varijacije,
KV (%)

MEDUPRECIZNOST (PRECIZNOST IZ DANA U DAN)

1,10

2,57

Srednja vrijednost svih

srednjih vrijednosti 42,73
mjerenja kroz 5 dana, X
Standardno odstupanje
! .. 0,93
izmedu serija, Sp
Koeficijent varijacije, 218

KV (%)

UNUTARLABORATORIJSKA PRECIZNOST

Unutarlaboratorijsko 1.29
standardno odstupanje, S; ’
Koeficijent varijacije,
KV (%) 3,02
Kfriterij prihvatljivosti 52
prema proizvodacu (%) ’
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Ostvareni KV za unutarlaboratorijsku preciznost za kontrolni uzorak s niskom koncentracijom
PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800 iznosi 3,02 % te kao takav zadovoljava postavljeni

kriterij prihvatljivosti koji je preuzet od proizvodaca i koji iznosi 5,2 %.

Tablica 2: Rezultati ispitivanja preciznosti koje ukljucuje ponovljivost (preciznost u seriji),
medupreciznost (preciznost iz dana u dan) te unutarlaboratorijsku preciznost za kontrolni

uzorak s patoloskom koncentracijom PIVKA-11 na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 2
D=5 flar.la; n=3 Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
(triplikat)
Mjerenje 1 5355,5 5412,6 5280,7 5340,6 5461,8
Mjerenje 2 5399,9 5552,6 5423,7 5468,8 5283,4
Mjerenje 3 5494.0 5553,7 5430,3 5419,7 5370,3

PONOVLIJIVOST (PRECIZNOST U SERIII)

Aritmeticka sredina svake
serije odredivanja, xd
Standardno odstupanje za
svaku seriju odredivanja: 70,72 81,15 84,53 64,68 89,21
Sdi1, Sd2, Sd3, Sd4, Sds
Skupno standardno
odstupanje, za 5 dana, S,
Koeficijent varijacije,
KV (%)

MEDUPRECIZNOST (PRECIZNOST IZ DANA U DAN)

5416,5 5506,3 5378,2 5409,7 | 5371,8

78,06

1,44

Srednja vrijednost svih
srednjih vrijednosti 5416,51
mjerenja kroz 5 dana, X
Standardno odstupanje
izmedu serija, Sp
Koeficijent varijacije,
KV (%)

53,78

0,99

UNUTARLABORATORIJSKA PRECIZNOST

Unutarlaboratorijsko

standardno odstupanje, Si 83,39
Koeficijent varijacije, 1,54
KV (%)
Kiriterij prihvatljivosti 52

prema proizvodacu (%)
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Ostvareni KV za unutarlaboratorijsku preciznost za kontrolni uzorak s patoloskom
koncentracijom PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800 iznosi 1,54 % te kao takav
zadovoljava postavljeni kriterij prihvatljivosti koji je preuzet od proizvodaca i koji iznosi 5,2
%.

Srednja vrijednost za KV dobivena izraCunom aritmeticke sredine iz KV za dvije
koncentracijske razine iznosi 2,28 % te kao takva zadovoljava postavljeni kriterij

prihvatljivosti preuzet od proizvodaca koji iznosi 5,2 %.

4.2.  Rezultati ispitivanja to¢nosti metode

Tablica 3: Rezultati ispitivanja tocnosti za kontrolni uzorak s niskom koncentracijom

PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 1
Ciljna vrijednost proizvodaca, X, 50,0 mAU/mL
Srednja vrijednost svih srednjih vrijednosti o7
mjerenja kroz 5 dana, X
Bias (abs) -7,27
Bias (rel) (%) -14,54
Kriterij prihvatljivosti dobiven racunski 17

(%)

Ostvarena relativna vrijednost biasa za kontrolni uzorak s niskom koncentracijom PIVKA-II
na analizatoru Maglumi 800 iznosi -14,54 % te kao takva ne zadovoljava kriterij

prihvatljivosti koji je dobiven racunski, a iznosi 11,7 %.

Tablica 4: Rezultati ispitivanja tocnosti za kontrolni uzorak s patoloskom koncentracijom

PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 2

Ciljna vrijednost proizvodaca, X, 5000 mAU/mL

Srednja vrijednost svih srednjih vrijednosti

5416,51
mjerenja kroz 5 dana, X
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(o)

Bias (abs) 416,51
Bias (rel) (%) 8,33
Kriterij prihvatljivosti dobiven racunski o

prihvatljivosti dobiven racunski koji iznosi 11,7 %.

4.3.  Rezultati procjene mjerne nesigurnosti

Ostvarena relativna vrijednost biasa za kontrolni uzorak s patoloskom koncentracijom
PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800 iznosi 8,33 % te kao takva zadovoljava kriterij
prihvatljivosti koji je dobiven racunski, a iznosi 11,7 %.

Srednja vrijednost za bias dobivena izra¢unom aritmeticke sredine iz biasa za dvije

koncentracijske razine iznosi 11,44 % te kao takva zadovoljava postavljeni kriterij

Tablica 5: Rezultati procjene mjerne nesigurnosti za kontrolni uzorak s niskom

koncentracijom PIVKA-11 na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak

MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 1

Mjerna nesigurnost uzrokovana

' ' . 3,02 %
neprecizno$c¢u, U nepreciznosti
Mjerna nesigurnost uzrokovana sustavnom
14,54 %
pogreskom, U bias
Mjerna nesigurnost kalibratora,
_ 0,00 %
U kalibratora
Mjerna nesigurnost uzrokovana ostalim
_ ‘ 0,00 %
izvorima pogreske, U ostalo
Ukupna mjerna nesigurnost, Uc 29,7 %
Kfriterij prihvatljivosti 16,2 %

Ostvarena ukupna mjerna nesigurnost za kontrolni uzorak s niskom koncentracijom PIVKA-II
na analizatoru Maglumi 800 iznosi 29,7 % $to ne ostvaruje zadani kriterij prihvatljivosti

preuzet iz literature (Bayart i sur., 2020) koji iznosi 16,2 %.
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Tablica 6: Rezultati procjene mjerne nesigurnosti za kontrolni uzorak s patoloskom

koncentracijom PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800.

Kontrolni uzorak MAGLUMI PIVKA-II CONTROL 2
Mjerna nesigurnost uzrokovana
‘ ‘ ‘ 1,54 %
nepreciznoScu, U nepreciznosti
Mjerna nesigurnost uzrokovana sustavnom
8,33 %
pogreskom, U bias
Mjerna nesigurnost kalibratora,
0,00 %
U kalibratora
Mjerna nesigurnost uzrokovana ostalim
. . 0,00 %
izvorima pogreske, U ostalo
Ukupna mjerna nesigurnost 16,9 %
Kriterij prihvatljivosti 16,2 %

Ostvarena ukupna mjerna nesigurnost za kontrolni uzorak s patoloskom koncentracijom
PIVKA-II na analizatoru Maglumi 80 iznosi 16,9 % §to ne ostvaruje zadani kriterij

prihvatljivosti preuzet iz literature (Bayart i sur., 2020) koji iznosi 16,2 %.

Tablica 7: Kriterij prihvatljivosti za srednju ukupnu gresku

Srednja ukupna greska, total error (%) 15,91

Kriterij prihvatljivosti prema literaturnim 69

podacima (%)

Izracunata srednja ukupna greska iznosi 15,91 % Sto ostvaruje postavljeni kriterij
] pna g € p y i

prihvatljivosti preuzet iz literature (Bayart i sur., 2020) koji iznosi 16,2 %.
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4.4.  Rezultati usporedbe ispitivane i rutinske metode

Tablica 8: Rezultati mjerenja koncentracije PIVKA-II u serumu na analizatorima Roche

Cobas E601 i Maglumi 800.

Koncentracija PIVKA-

Koncentracija PIVKA-

Redni broj uzorka Spol Il — Roche Cobas E601 I1 — Maglumi 800
(mAU/mL) (mAU/mL)
1 M 2751,0 4509,5
2 M 119,2 48,6
3 M 18,1 11,6
4 Z 36,6 170,8
5 M 549,8 847,1
6 M 20,6 10,1
7 Z 17,5 48,0
8 M 398,1 222,0
9 Z 20,0 113,4
10 Z 24,5 59,3
11 Z 13,1 3,2
12 V4 28,2 17,5
13 M 131,8 72,9
14 M 304,9 109,9
15 V4 26,8 17,7
16 M 462,8 229,7
17 Z 25,2 59,5
18 M 2376,0 7624,0
19 M 33,2 73,7
20 M 1832,0 466,9
21 V4 21,1 20,2
22 Z 36,0 48,1
23 Z 46,0 206,6
24 M 159,2 134,1
25 / 21,2 92,6
26 25,4 84,8
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27 Z 23,3 94,2
28 V4 22,8 137,0
29 Z 30,9 36,4
30 M 182,0 53,2
31 M 901,4 405,3
32 M 324,9 234.8
33 M 309,8 214,0
34 M 138,1 37,9
35 M 508,6 258,9
36 M 38,2 17,8
37 M 43,4 25,2
38 Z 46,0 455
39 M 1680,0 1088,6
40 M 67,5 16,7

Vidljivo je kako kod pojedinih pacijenata dolazi do nesklada medu rezultatima dobivenim
razli¢itim metodama Sto uzrokuje klinicki razli¢ito tumacenje rezultata. Primjerice, u uzorku
broj 9 vrijednost koncentracije koja je izmjerena u KBC Rijeka iznosi 20,0 mAU/mL §to se
smatra urednim nalazom (referentna vrijednost za zensku osobu iznosi < 27,8 mAU/mL), no
vrijednost koncentracije dobivena na analizatoru u KB Dubrava iznosi 113,4 mAU/mL Ssto
spada u patoloSku vrijednost (referentna vrijednost iznosi < 40 maU/mL). Slucajevi u kojima

se uocava oprec¢nost U rezultatima bojom su istaknuti u tablici u Tablici 8.

Tablica 9: Passing-Bablockova regresijska analiza za PIVKA-II dobivena koristenjem

MedCalc programa.

y =-3,7830 + 1,4453 x

Konstantno odstupanje
Odsjecak na osiy (A) -3,7830
95 % CI -41,4890 do 16,4259

Proporcionalno odstupanje
Nagib pravca (B) 1,4453
95 % CI 0,6286 do 1,9510
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. . Nema znacajnog odstupanja od
Cusum test linearnosti . .
linearnosti (P > 0,10)

Iz Passing-Bablockove regresijske analize vidiljivo je da odsjecak na osi ordinata iznosi
-3,7830 Sto ulazi u 95 %-tni interval pouzdanosti za odsjecak, dok nagib pravca iznosi 1,4453
Sto takoder ulazi u 95 %-tni interval pouzdanosti za nagib pravca (Slika 3).

Cusumov test linearnosti ne ukazuje na postojanje znac¢ajnog odstupanja linearnog odnosa
izmedu dvije metode odredivanja koncentracije PIVKA-II zbog P vrijednosti koja iznosi
>0,10.
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1000 |
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Koncentracija PIVEA-II Roche
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Slika 3: Passing-Bablockova regresijska analiza. Na osi apscisa prikazane su izmjerene
vrijednosti koncentracije PIVKA-11 u serumu na analizatoru Snibe Maglumi 800, dok su na
osi ordinata prikazane vrijednosti koncentracije PIVKA-II u serumu izmjerene na analizatoru
Roche Cobas E601.

Iz Bland-Altmanovog prikza vidljivo je kako granice intervala pouzdanosti unutar kojeg se
nalazi 95 % razlika izmedu mjerenja obuhvacaju nulu. Srednja razlika izmedu mjerenja
PIVKA-II na dva razli¢ita analizatora iznosi 103,8 mAU/mL (Slika 4).

Relativno odstupanje izmedu srednjih vrijednosti razlika mjerenja iznosi 1,9 % Sto se nalazi

unutar kriterija prihvatljivosti za bias koji iznosi 11,7 % (Slika 5).
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Slika 4: Bland-Altmanov prikaz apsolutnog odstupanja (konstantna greska). Na osi apscisa su

prikazane srednje vrijednosti koncentracija PIVKA-II u serumu izmjerenih na analizatorima

Snibe Maglumi 800 i Roche Cobas E601, dok su na osi ordinata prikazane razlike u

mjerenjima dobivenim na analizatorima Snibe Maglumi 800 i Roche Cobas E601.
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Slika 5: Bland-Altmanov prikaz relativnog odstupanja (proporcionalna greska). Na osi

apscisa su prikazane srednje vrijednosti koncentracija PIVKA-II u serumu izmjerenih na

analizatorima Snibe Maglumi 800 i Roche Cobas E601, dok su na osi ordinata prikazane

relativne razlike u mjerenjima dobivenim na analizatorima Snibe Maglumi 800 i Roche Cobas

E601.
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5. RASPRAVA

Prije nego li nova analiticka metoda ili analizator postane dio rutinskog laboratorijskog rada,
neophodno je provesti verifikaciju kako bi se potvrdilo zadovoljava li ta metoda ili analizator
zeljene uvjete 1 kriterije prihvatljivosti. Prilikom uvodenja nove pretrage u KZLD KB
Dubrava koja ukljucuje kvantitativno odredivanje koncentracije PIVKA-11 u humanom
serumu na analizatoru Snibe Maglumi 800, nuzna je bila provedba kratke analiticke
verifikacije novouvedene metode. Verifikacija je provedena sukladno protokolu CLSI EP15-
A2, a obuhvatila je procjenu preciznosti, to¢nosti i mjerne nesigurnosti za pojedinu
koncentracijsku razinu te medulaboratorijsku usporedbu izmedu analizatora Snibe Maglumi
800 i analizatora Roche Cobas E601 na 40 uzoraka koji su prikupljeni u klinickom
laboratoriju KBC-a Rijeka.

Rezultati ispitivanja preciznosti za komercijalne kontrolne uzorke u dvije koncentracijske
razine prikazani su kao koeficijenti varijacije za ponovljivost (preciznost u seriji),
medupreciznost (preciznost iz dana u dan) te unutarlaboratorijsku preciznost.

Preciznost analiticke metode ovisi iskljucivo o distribuciji slucajne pogreske koja je rezultat
neizbjezne nesavrsenosti analitiara i mjernog uredaja. Izvor slucajnih pogresaka lezi u
samom mjerenju i one se mogu smanjivati, ali se ne mogu potpuno izbjeci. Preciznost ne daje
informaciju o stvarnoj koncentraciji analita u uzorku i o to¢nosti metode, a nepreciznost
mjerenja je veca $to su dobivena vrijednost standardnog odstupanja i KV veci.

Srednja vrijednost za KV koja je dobivena za unutarlaboratorijsku preciznost usporedena je s
KV dobivenim tijekom validacije metode od strane proizvodaca. Ostvarena srednja vrijednost

za KV zadovoljava postavljene kriterije prihvatljivosti.

Rezultati procjene to¢nosti metode prikazani su kao odstupanje (bias). Buduc¢i da za PIVKA-
Il ne postoji CRM niti podatak o srednjoj vrijednosti koncentracije dobiven iz programa
vanjske kontrole kvalitete, to¢na vrijednost s kojom bi se dobivena vrijednost mogla
usporediti je nepoznata. Zbog toga je dobivena srednja vrijednost za bias usporedena s
kriterijem prihvatljivosti koji je dobiven racunski na osnovi kriterija prihvatljivosti za mjernu
nesigurnost te srednje vrijednosti za KV u svrhu donosenja zaklju¢ka o prihvatljivosti metode.
Ispitivanje to¢nosti pretrage djelomicno je zadovoljilo postavljen Kkriterij prihvatljivosti jer se
samo kontrolni uzorak visoke koncentracijske razine PIVKA-I11, kao i dobivena srednja

vrijednost za bias, nalaze unutar postavljenog kriterija prihvatljivosti. Kontrolni uzorak s
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niskom koncentracijskom razinom PIVKA-II ne ispunjava rac¢unski dobiven Kriterij

prihvatljivosti zbog velike relativne vrijednosti biasa ¢iji uzrok lezi u sustavnoj pogresci.

U izrac¢un ukupne mjerne nesigurnosti za svaku koncentracijsku razinu u obzir se uzima
mjerna nesigurnosti €iji je uzrok nepreciznost, mjerna nesigurnost koja je uzrokovana
sustavnom pogreskom ¢ija je vrijednost izrazena biasom, mjerna nesigurnost brojc¢ane
vrijednosti mjerene veli¢ine u kalibratoru, te mjerna nesigurnost uzrokovana ostalim izvorima
pogreske. IzraCunate mjerne nesigurnosti za obje koncentracijske razine ne zadovoljavaju
kriterij prihvatljivosti zbog visoke vrijednosti biasa za svaku koncentracijsku razinu, a
zakljucuje se kako mjerna nesigurnost uzrokovana sustavnom pogreskom predstavlja glavni

izvor varijabilnosti.

U svrhu kvantifikacije ukupne koli¢ine analitickih pogresaka izra¢unata je srednja ukupna
analiticka pogreska (TE) ¢iji je izvor nepreciznost i neto¢nost metode. Stoga, izracun sadrzi
srednju vrijednost biasa i srednju vrijednost koeficijenta varijacije, a dobiveni rezultat

zadovoljava kriterij prihvatljivosti preuzet iz literaturnih podataka.

Usporedba dviju metoda provedena je analizom 40 uzoraka na analizatoru Roche Cobas
E601, a zatim na analizatoru Snibe Maglumi 800. Koncentracije PIVKA-II u serumu
dobivene dvjema metodama analizirane su statistickim programom MedCalc i graficki
prikazane pomocu Passing-Bablockove regresijske analize te Bland-Altmanovog prikaza kako
bi se zakljucilo o usporedivosti navedenih metoda.

Cilj je utvrditi postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu dvije metode, a ona ne postoji
ukoliko odsjecak na ordinati ukljucuje O, a nagib pravca ukljucuje 1.

1z Passing-Bablockove regresijske analize vidljivo je da 95 %-tni intervali pouzdanosti za
odsjecak obuhvacaju 0, a 95 %-tni intervali pouzdanosti za nagib pravca obuhvacaju 1 $to
dovodi do zakljucka da ne postoje ni konstantna niti proporcionalna razlika izmedu dvije
metode i da su metode medusobno usporedive.

Bland-Altmanovim prikazom uocava se da apsolutno odstupanje, odnosno srednja razlika
izmedu mjerenja iznosi 103,8 mAU/mL te da granice intervala pouzdanosti obuhvacaju nulu.
Relativno odstupanje iznosi 1,9 %, a dobivena je vrijednost unutar kriterija za bias.

Na temelju rezultata dobivenih grafi¢kim prikazima, zakljucuje se kako postojanje konstantne
1 proporcionalne greske nije statisti¢ki znacajno.

Unato¢ dobroj usporedivosti dobivenoj na temelju statisticke analize, pregledom i
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usporedbom pojedinih rezultata dobivenih razli¢itim metodama, uocava se kako kod
pojedinih pacijenata dolazi do razli¢itog klinickog tumacenja rezultata. Primjerice, rezultat
dobiven u KB Dubrava se prema referentnom intervalu svrstava u normalnu koncentraciju,
dok se kod istog pacijenta izmjerena koncentracija PIVKA-II drugom metodom u KBC
Rijeka smatra patoloskom. Navedene diskrepancije u rezultatima koje postoje izmedu
razlic¢itih metoda odredivanja PIVKA-II potvrduju tvrdnju da su imunokemijske metode
medusobno neusporedive. Zbog toga se preporucuje da se svaki pacijent laboratorijski prati
uvijek istom metodom kako bi dobiveni rezultati bili reproducibilni i vjerodostojni te klini¢ki

relevantni.

32



6. ZAKLJUCCI

Postupci procjene preciznosti, to¢nosti, mjerne nesigurnosti te medulaboratorijske usporedbe

provedeni su u sklopu kratke analiticke verifikacije kako bi se utvrdilo zadovoljava li

novouvedena metoda postavljene kriterije prihvatljivosti. Na temelju statisticke obrade

dobivenih rezultata ispitivanja doneseni su sljedec¢i zakljucci:

1.

Ostvarena vrijednost unutarlaboratorijske preciznosti zadovoljava postavljeni kriterij
prihvatljivosti preuzet od proizvodaca.

Ispitivanje to¢nosti analitiCke metode djelomicno je zadovoljilo racunski dobiven
kriterij prihvatljivosti.

IzraCunate ukupne mjerne nesigurnosti za obje koncentracijske razine ne
zadovoljavaju postavljeni kriterij prihvatljivosti zbog velike sustavne pogreske koja je
izrazena biasom.

Rezultat procjene srednje ukupne greske zadovoljava kriterij prihvatljivosti preuzet iz
literaturnih izvora.

Passing-Bablockova regresijska analiza te Bland-Altmanov prikaz ukazuju da
postojanje proporcionalne i konstante pogreske nije statisticki znacajno.

Uoceno je kako rezultati dobiveni dvjema razli¢itim imunokemijskim metodama
mogu uzrokovati klini¢ki razli¢itu interpretaciju rezultata.

Zbog neusporedivosti imunokemijskih metoda, neophodno je istom metodom
laboratorijski pratiti pacijenta.

Novouvedena metoda za odredivanje PIVKA-II na analizatoru Maglumi 800
zadovoljava kriterije prihvatljivosti te se kao takva moze koristiti u rutinskoj

laboratorijskoj praksi kao pomo¢ u dijagnostici 1 pracenju osoba oboljelih od HCC-a.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

ABEI — N-(4-aminobutil)-N-etilizoluminol; engl. Amino-Butyl-Ethyl-1soluminol
AFP — alfa-fetoprotein; engl. alpha-fetoprotein

Cl — interval pouzdanosti; engl. Confidence Interval

CK-19 — citokeratin-19; engl. Cytokeratin-19

CLIA — kemiluminiscentna imunometoda; engl. Chemiluminescence Immunoassay

CLSI — Institut za klini¢ke i laboratorijske standarde; engl. Clinical and Laboratory

Standards Institute

CRM - certificirani referentni materijal; engl. Certified Reference Material
Cusum — test za procjenu valjanosti linearnog modela; engl. Cumulative Sum
DCP — des-gama-karboksi protrombin; engl Des-gamma-Carboxy-Prothrombin
Gla — gama-karboksi glutaminska kiselina; engl. Gamma-Carboxyglutamic Acid
Glu — Glutaminska kiselina; engl. Glutamic Acid

GPC3 — glipikan 3; engl. Glypican-3

GP73 — Golgijev protein 73; engl. Golgi Protein 73

HCC — hepatocelularni karcinom; engl. Hepatocellular Carcinoma

KB — Klini¢ka bolnica

KBC — Klinic¢ki bolni¢ki centar

KV - koeficijent varijacije; engl. Coefficient of Variation

KZLD — Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku

NaNs — natrijev azid

PIVKA-II —engl. Protein Induced by Vitamin K Absence-11 or Antagonist-II
PBS - fizioloska otopina s fosfatnim puferom; engl. Phosphate-Buffered Saline
RLU - relativna jedinica svjetlosti; engl. Relative Light Unit

S — standardno odstupanje; engl. standard deviation
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Sb— medupreciznost (preciznost iz dana u dan); engl. Intermediate Precision

Si— unutarlaboratorijsko standardno odstupanje

Sr— ponovljivost (preciznost u seriji); engl. Repeatability

Sd1, Sd2, Sd3, Sd4, Sds — standardna odstupanja za svaku seriju odredivanja

TE — ukupna pogreska mjerenja; engl. total error

U — sastavljena relativna standardna mjerna nesigurnost

VIM — Medunarodni mjeriteljski rje¢nik; engl. International Vocabulary and Metrology
X. — Ciljna koncentracija analita

Xgq — aritmeticka sredina svakog dana odredivanja

X — srednja vrijednost svih aritmetickih sredina kroz 5 dana

X — srednja vrijednost svih vrijednosti mjerenja tijekom 5 dana
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9. SAZETAK/SUMMARY

SAZETAK

PIVKA-II (engl. Protein Induced by Vitamin K Absence-Il or Antagonist-11) abnormalni je
oblik protrombina koji se sintetizira u stanju nedostatka vitamina K ili u prisutnosti njegovog
antagonista koji inhibira aktivnost enzima gama-karboksilaze ovisne o vitaminu K. Povisene
koncentracije PIVKA-II u neoplasti¢nim stanicama hepatocelularnog karcinoma (HCC)
nastaju kao posljedica oSte¢enog procesa karboksilacije protrombinskog prekursora. U
slozenom procesu hepatokarcinogeneze PIVKA-II pospjesuje stani¢nu proliferaciju, tumorski
rast te pojavu metastaza. Nakon svoga otkri¢a ova je molekula postala predmetom
istrazivanja, a njene analiticke odlike poput zadovoljavajuce osjetljivosti i specifi¢nosti €ine je
optimalnim tumorskim biljegom u dijagnostici, nadzoru i lije¢enju HCC-a, bolesti koja biljezi
visoku incidenciju i visoku stopu smrtnosti.

Cilj ovog diplomskog rada bio je procijeniti prihvatljivost analiti¢ke metode za kvantitativno
odredivanje PIVKA-1I u humanom serumu na analizatoru Snibe Maglumi 800 procesom
verifikacije prije nego ona postane dio rutinskog rada u laboratoriju Klini¢ke bolnice
Dubrava.

Za odredivanje koncentracije PIVKA-II koriStena je kemiluminiscentna imunometoda
(CLIA), a verifikacija metode provedena je prema CLSI EP15-A2 smjernicama Kkoristec¢i dva
kontrolna uzorka ¢ija se koncentracija mjerila u triplikatu tijekom 5 dana mjerenja. Proces
verifikacije uklju€ivao je procjenu preciznosti, to¢nosti, mjerne nesigurnosti te usporedbu s
metodom implementiranom u Klini¢kom bolni¢kom centru Rijeka.

Ostvareni rezultati za preciznost, tocnost te srednju ukupnu pogresku zadovoljili su
postavljene kriterije prihvatljivosti. Rezultati usporedbe ispitivane metode s postoje¢om
metodom prikazani Bland-Altmanovim prikazom te Passing-Bablockovom regresijskom
analizom ne pokazuju postojanje ni konstantne niti proporcionalne pogreske koje bi bile
statisticki znacajne. Medutim, uocen je nesklad u rezultatima kod nekih pacijenata zbog
primjene razli¢itih metoda odredivanja istog analita Sto je dokaz neusporedivnosti
imunokemijskih metoda. Kako bi se izbjegao rizik od klini¢ki razli¢itog tumacenja rezultata,
potrebno je svakog pacijenta laboratorijski pratiti uvijek istom metodom.

Na temelju rezultata verifikacije, zakljucuje se da novouvedena metoda kvantitativnog
odredivanja PIVKA-II u serumu zadovoljava postavljene kriterije prihvatljivosti te se kao

takva moze koristiti u rutinskom laboratorijskom radu.
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SUMMARY

PIVKA-II (Protein Induced by Vitamin K Absence-11 or Antagonist-I1) is an abnormal form of
prothrombin that is synthesized in the state of vitamin K deficiency or in the presence of its
antagonist that inhibits the activity of vitamin K-dependent carboxylase. Elevated
concentrations of PIVKA-II in neoplastic cells of hepatocellular carcinoma (HCC) occur as a
result of a damaged process of carboxylation of the prothrombin precursor. In the complex
process of hepatocarcinogenesis PIVKA-I1 promotes cell proliferation, tumor growth and the
occurrence of metastases. After its discovery, this molecule became the subject of research,
and its analytical features, such as satisfactory sensitivity and specificity, make it an optimal
tumor marker in the diagnosis, monitoring and treatment of HCC, a disease with a high
incidence and high mortality rate.

The aim of this study was to assess the acceptability of the analytical method for the
quantitative determination of PIVKA-II in human serum on the Snibe Maglumi 800 analyzer
through the verification process before it becomes a part of the routine work in the laboratory
of the Clinical Hospital Dubrava.

The chemiluminescence immunoassay (CLIA) was used for determination of PIVKA-II
concentration, and verification of the method was performed according to CLSI EP15-A2
guidelines using two control samples whose concentration was measured in triplicate during 5
days of measurement. The verification process included an assessment of precision, accuracy,
measurement uncertainty and a comparison with the method implemented in Clinical Hospital
Center Rijeka.

The achieved results for precision, accuracy and mean total error met the set acceptance
criteria. The results of the comparison of the tested method with the existing method shown
by the Bland-Altman representation and the Passing-Bablock regression analysis do not show
the existence of either constant or proportional error that would be statistically significant.
However, a discrepancy was observed in the results of some patients due to the application of
different methods of determination of the same analyte, which is proof of the incomparability
of immunochemical methods. In order to avoid the risk of different clinical interpretation of
the results, it is necessary to always monitor each patient using the same method in the
laboratory.

Based on the verification results, it is concluded that the newly introduced method of
quantitative determination of PIVKA-II in serum meets the set acceptance criteria and can be

used in routine laboratory work.
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SAZETAK

PIVKA-II (engl. Protein Induced by Vitamin K Absence-II or Antagonist-11) abnormalni je oblik protrombina koji se sintetizira u
stanju nedostatka vitamina K ili u prisutnosti njegovog antagonista koji inhibira aktivnost enzima gama-karboksilaze ovisne o
vitaminu K. PoviSene koncentracije PIVKA-II u neoplasti¢énim stanicama hepatocelularnog karcinoma (HCC) nastaju kao posljedica
oste¢enog procesa karboksilacije protrombinskog prekursora. U slozenom procesu hepatokarcinogeneze PIVKA-II pospjesuje
stani¢nu proliferaciju, tumorski rast te pojavu metastaza. Nakon svoga otkri¢a ova je molekula postala predmetom istrazivanja, a
njene analiticke odlike poput zadovoljavajuce osjetljivosti i specifi¢nosti ¢ine je optimalnim tumorskim biljegom u dijagnostici,
nadzoru i lijeCenju HCC-a, bolesti koja biljezi visoku incidenciju i visoku stopu smrtnosti.

Cilj ovog diplomskog rada bio je procijeniti prihvatljivost analiticke metode za kvantitativno odredivanje PIVKA-Il u humanom
serumu na analizatoru Snibe Maglumi 800 procesom verifikacije prije nego ona postane dio rutinskog rada u laboratoriju Klini¢ke
bolnice Dubrava.

Za odredivanje koncentracije PIVKA-II koristena je kemiluminiscentna imunometoda (CLIA), a verifikacija metode provedena je
prema CLSI EP15-A2 smjernicama koristec¢i dva kontrolna uzorka ¢ija se koncentracija mjerila u triplikatu tijekom 5 dana mjerenja.
Proces verifikacije ukljucivao je procjenu preciznosti, to¢nosti, mjerne nesigurnosti te usporedbu s metodom implementiranom u
Klini¢kom bolnickom centru Rijeka.

Ostvareni rezultati za preciznost, to¢nost te srednju ukupnu pogresku zadovoljili su postavljene kriterije prihvatljivosti. Rezultati
usporedbe ispitivane metode s postoje¢om metodom prikazani Bland-Altmanovim prikazom te Passing-Bablockovom regresijskom
analizom ne pokazuju postojanje ni konstantne niti proporcionalne pogreske koje bi bile statisticki znac¢ajne. Medutim, uocen je
nesklad u rezultatima kod nekih pacijenata zbog primjene razli¢itih metoda odredivanja istog analita $to je dokaz neusporedivnosti
imunokemijskih metoda. Kako bi se izbjegao rizik od klinicki razli¢itog tumacenja rezultata, potrebno je svakog pacijenta
laboratorijski pratiti uvijek istom metodom.

Na temelju rezultata verifikacije, zakljuuje se da novouvedena metoda kvantitativnog odredivanja PITVKA-II u serumu zadovoljava
postavljene  kriterije  prihvatljivosti te se kao takva moze koristiti u rutinskom laboratorijskom radu.
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SUMMARY

PIVKA-II (Protein Induced by Vitamin K Absence-Il or Antagonist-11) is an abnormal form of prothrombin that is synthesized in the
state of vitamin K deficiency or in the presence of its antagonist that inhibits the activity of vitamin K-dependent carboxylase. Elevated
concentrations of PIVKA-II in neoplastic cells of hepatocellular carcinoma (HCC) occur as a result of a damaged process of
carboxylation of the prothrombin precursor. In the complex process of hepatocarcinogenesis PIVKA-II promotes cell proliferation,
tumor growth and the occurrence of metastases. After its discovery, this molecule became the subject of research, and its analytical
features, such as satisfactory sensitivity and specificity, make it an optimal tumor marker in the diagnosis, monitoring and treatment
of HCC, a disease with a high incidence and high mortality rate.

The aim of this study was to assess the acceptability of the analytical method for the quantitative determination of PIVKA-II in human
serum on the Snibe Maglumi 800 analyzer through the verification process before it becomes a part of the routine work in the
laboratory of the Clinical Hospital Dubrava.

The chemiluminescence immunoassay (CLIA) was used for determination of PIVKA-II concentration, and verification of the method
was performed according to CLSI EP15-A2 guidelines using two control samples whose concentration was measured in triplicate
during 5 days of measurement. The verification process included an assessment of precision, accuracy, measurement uncertainty and
a comparison with the method implemented in Clinical Hospital Center Rijeka.

The achieved results for precision, accuracy and mean total error met the set acceptance criteria. The results of the comparison of the
tested method with the existing method shown by the Bland-Altman representation and the Passing-Bablock regression analysis do
not show the existence of either constant or proportional error that would be statistically significant. However, a discrepancy was
observed in the results of some patients due to the application of different methods of determination of the same analyte, which is
proof of the incomparability of immunochemical methods. In order to avoid the risk of different clinical interpretation of the results,
it is necessary to always monitor each patient using the same method in the laboratory.

Based on the verification results, it is concluded that the newly introduced method of quantitative determination of PIVKA-II in
serum meets the set acceptance criteria and can be used in routine laboratory work.
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