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POVZETEK

Maligni rak jajénikov je nevarna ginekoloSka bolezen, ki se jo v zacetni fazi razvoja tezko
prepozna, kasneje pa so moznosti za ozdravitev zelo slabe. Z namenom, da bi izboljsali
diagnosti¢no specifi¢nost in obcutljivost zaznavanja malignega epitelijskega raka jajénikov
v zgodnji fazi, je Fujirebio Diagnostics razvil algoritem za izracun tveganja ovarijskega
raka (ROMA). V enacbo ROMA sta vklju¢eni koncentraciji tumorskih oznacevalcev CA
125 in HE4, za katera so dokazali, da sta skupaj uc¢inkovitej$i napovedni dejavnik tveganja
za pojav malignega obolenja na jajénikih.

Namen naSega dela je bil ugotoviti ujemanje koncentracij tumorskega ozna¢evalca CA
125, dobljenih z dvema razliénima avtomatiziranima metodama dolo¢anja. Zanimalo nas
je, ¢e lahko za izraGun vrednosti ROMA namesto CA 125 izmerjenega z Abbottovo
metodo, uporabimo CA 125 izmerjen z Rochevo metodo. Meritve smo opravili na Oddelku
za laboratorijske dejavnosti na Onkoloskem institutu Ljubljana.

V diplomski nalogi smo uporabili enacCbo ROMA, ki vkljucuje z Abbottovo avtomatizirano
metodo izmerjeni vrednosti tumorskih oznacevalcev CA 125 in HE4, ter pripadajoci
Abbottovi prazni vrednosti za predmenopavzne in pomenopavzne bolnice.

V raziskavo smo vkljuc€ili 226 serumskih vzorcev onkoloskih bolnic, Ki S0 imele naro¢eno
rutinsko preiskavo tumorskega oznacevalca CA 125, ki jo izvajamo na analizatorju
Modular Analytics E170 (Roche). V serumih smo nato dolo¢ili e koncentracijo tumorskih
oznacevalcev CA 125 in HE4 na analizatorju Architect i1000 (Abbott). Abbottova metoda
deluje na principu kemiluminiscentne imunotehnike z mikrodelci (CMIA) za kvantitativno
doloc¢itev antigena HE4 ali CA 125 v humanem serumu. Za vsak vzorec smo izracunali dve
vrednosti ROMA. Prvi¢ smo v enacbi uporabili tumorski oznacevalec CA 125 izmerjen z
Abbottovo metodo (ROMA 1), ter drugi¢ z Rochevo metodo (ROMA 2).

S statisti¢no primerjavo dobljenih vrednosti CA 125, izmerjenih z Rochevo in Abbottovo
metodo smo ugotovili, da se vrednosti med seboj zadovoljivo ujemajo (r = 0,9925). Z
Wilcoxonovim testom predznacenih rangov smo dokazali, da se vrednosti CA 125
statisti¢no znacilno ne razlikujejo (p = 0,408). S statisti¢no analizo vrednosti ROMA 1 in
ROMA 2 smo ugotovili, da imajo vrednosti zelo dobro linearno povezavo s korelacijskim
koeficientom 0,999. Zelo dobro so se ujemale tudi opisne mere variabilnosti in srednje
vrednosti ROMA 1 in ROMA 2. Iz vseh ugotovitev smo sklenili, da lahko za izracun
vrednosti ROMA uporabimo tudi tumorski oznacevalec CA 125 izmerjen z Rochevo

metodo (Modular Analytics E170) in upostevamo Abbottovi prazni vrednosti ROMA.
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1. UvOD

1.1. JAJCNIKI

Jaj¢nika sta ovalni Zenski spolni Zlezi, ki leZita levo in desno ob maternici v mali medenici.
Na eni strani sta pritrjena na zunanji zgornji del maternice, na drugi pa na steno medenice
(Slika 1). V zenskem reproduktivnem obdobju meri jajénik priblizno 35 x 25 x 15
milimetrov in ima obliko sploS¢ene slive. Sestavlja ga sredica in skorja ter obdaja bela
¢vrsta vezivna ovojnica. V sredici je vezivno tkivo z zilami in Zivci, v skorji pa Stevilni
folikli, v katerih dozorevajo jajceca. Osnovna funkcionalna enota jajénika je jajéni folikel z
jajcecem, ki po puberteti dozori priblizno na vsakih osemindvajset dni. Na dozorevanje
folikla vpliva folikle stimulirajo¢i hormon (FSH) iz adenohipofize. Jaj¢nik proizvaja

estrogene, androgene in progesteron, ter sprosca jajceca, kar imenujemo ovulacija (1, 2).

maternica

maternicni
vrat

F 4

Slika 1. Prikaz Zenskih spolnih organov.

1.2. RAK JAJCNIKOV

Rak je bolezen, za katero je znacilna neprekinjena rast in delitev patoloskih celic brez
nadzora ter invazija oziroma rast v drugo tkivo. Celice postanejo rakaste zaradi poSkodbe
jedrne DNA. Rakaste celice se mnozijo ter tvorijo tkivo, ki mu pravimo tumor. Rak dobi

ime po tkivu, kjer je prvotno nastal, ne glede na to, kam se je kasneje razsiril.
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Maligni rak jajénikov je med vsemi ginekoloskimi raki najnevarnej$i in najsmrtonosne;jsi,
predvsem zaradi neuspeSnega prepoznavanja in diagnosticiranja v zgodnjem stadiju
bolezni. Pojavlja se v vseh starostnih obdobjih. Pri bolnicah, mlajsih od 20 let, so
najpogostejsi tumorji jajcnikov zarodnega epitelija, pri bolnicah starejSih od 50 let, pa

epitelijski raki jajénikov (3).

Tumorji jajénikov so benigni ali maligni. Maligni se zelo hitro §irijo z enega jaj¢nika na
drug jaj¢nik, po trebusni votlini in na druga tkiva po telesu. Zdravljenje teh je tezje in bolj
zapleteno. Tumorje jajénikov imenujejo glede na vrsto celic iz katerih nastanejo, ter glede
na to ali so benigni, delno maligni ali maligni. HistoloSko jih delimo na epitelijske in
neepitelijske. Med neepitelijske tumorje spadajo germinalni in stromalni tumoriji.

Epitelijski tumorji so najpogostejsi, germinalni in stromalni pa se pojavljajo redkeje (1, 5).

Kljub vecletnim naporom in raziskavam dobrega presejalnega testa $e niso odkrili.
Ugotovili so, da je rak jajcnikov klonska bolezen, ki v ve¢ kot 90% vznikne iz enake vrste
celic. Da pride do maligne transformacije, pa so potrebne Stevilne genetske spremembe v
epiteliju jajénikov. Genetsko prirojeni dejavniki se pojavijo v 5-10 %. Pri teh bolnicah so
opazili hitrejSi potek bolezni in slabSe preZivetje. UspeSnost zdravljenja je odvisna od
zgodnje diagnoze. Vendar rak jajénikov v zgodnji fazi ne povzroca znacilnih bolezenskih
znakov, zato se kar v dveh tretjinah primerov ugotovi v IllI. in IV. stadiju (3). Vegja
uspesnost diagnosticiranja je pri Zenskah, ki imajo glede na dejavnike visoko tveganje za
razvoj raka jajénikov. To so Zenske z obremenilno druzinsko anamnezo in Zenske z
mutiranimi geni za rak dojke (BRCAL in BRCA2). Za te zenske se priporoca ginekoloski

pregled, vaginalni ultrazvok in doloc¢anje tumorskega oznacevalca CA 125 na pol leta.

V kombinaciji diagnosti¢nih postopkov za prepoznavanje raka jajénikov lahko zenske
opravijo ve¢ razlicnih preiskav: sploSni ginekoloSki pregled, ultrazvok trebuha,
transvaginalni ultrazvok, dolocitev vrednosti tumorskega oznacevalca CA 125 v serumu in
laparaskopsko ali laparatomsko operacijo z biopsijo. Pri mlajsih bolnicah se priporo¢a e
dolo¢anje  tumorskih  oznacevalcev beta horionskega gonadotropina  (BhCG),
alfafetoproteina (AFP) in karcioembrionalnega antigena (CEA), da se izklju¢i tumorje

zarodnih celic (4).
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1.3. EPIDEMIOLOGIJA RAKA JAJCNIKOV

Vsako leto po svetu za rakom jajénikov zboli ve¢ kot 200.000 Zensk. Med ginekoloskimi
raki je rak jajénikov najnevarnejSi in se najpogosteje konca s smrtnim izidom. Glede na
umrljivost je na Cetrtem mestu med vsemi rakavimi obolenji. Vzrok je v tem, da ta vrsta
raka v zgodnjem stadiju poteka prikrito, brez ocitnih znakov, ali pa so znaki zelo
nespecifi¢ni, zato se ga zelo tezko odkrije. Ko pa bolezen napreduje v poznejse maligne
stadije in se pojavijo ocitnejsi znaki, pa je napoved za ozdravitev in preZivetje zelo slaba
(6, 7). Rak jajénikov se najpogosteje pojavlja pri starejSih belopoltih Zenskah. Priblizno
polovica Zensk je starih 60 let in ve¢. Pet-letno prezivetje bolnic s stadijem I ali II je 80 %
do 93 %, s stadijem Il ali IV pa le 5 % do 37 %. Bolnice mlajse od 65 let imajo boljSo
napoved ozdravitve, kot starejSe (5). Priblizno 75 % rakov jajénikov je odkritih v
napredovanih in le 25 % v zgodnjih stadijih (4). V Sloveniji vsako leto odkrijejo
povpre¢no 168 novih primerov raka jajénikov (izracun je narejen s podatki od leta 1985 do
2007). V letu 2007 so pri zenskah potrdili 174 primerov. Rak jajénikov je v Sloveniji pri
Zzenskah na 7. mestu po pojavnosti, takoj za koznim melanomom (Slika 2). Na dan
31.12.2007 so nasteli skupno 1.521 vseh bolnic, ki so bile Zive na izbrani datum, ne glede
na to, kdaj so zbolele. V Sloveniji povprecno vsako leto zaradi raka jajénikov umre 114
zensk (podatki od leta 1985 do 2007). Leta 2007 jih je umrlo 132 (8).

Ostale vrste raka 23,6
Dojka

Koia, razen melanoma
Debelo érevo in danka
Pljuca

Materni¢no telo

KoZa, melanom
Jajnik

Matenicni vrat

Zelodec

Trebusna slinavka

%

Slika 2: Najpogostejse lokacije raka pri Zenskah, Slovenija 2007 (8).
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1.4. TUMORSKI OZNACEVALCI

Tumorski oznacevalci (TO) so snovi v celicah, tkivu in telesnih tekocinah. Doloc¢a se jih
kvalitativno ali kvantitativno s kemi¢nimi, imunoloskimi ter z molekularno bioloskimi
metodami. TO nastanejo v malignih celicah ali v normalnih celicah pod vplivom delovanja
malignih celic (9). Najpogosteje se jih doloc¢a v serumu in plazmi. Lo¢i se jih na snovi, ki
so obicajno prisotne v veliko manjSih koncentracijah, ter na novo sintetizirane snovi.
Oznacevalci, poznani do danes, se redko uporabljajo kot presejalna metoda zaradi nizke
specifi¢nosti za tkivo, organ in vrsto rakave bolezni. Vseh oznacevalcev se ne uporablja z
istim namenom (10). Najpogosteje se jih uporablja za spremljanje terapije, postopka
zdravljenja in za ugotavljanje napredovanja bolezni. Ker koncentracije TO v krvi odrazajo
dinami¢no stanje, se lahko njihove meritve ponavljajo. Za klinicno uporabo TO in
tehnoloski razvoj metod veljajo mednarodna priporocila, ter vklju¢ene zahteve za kakovost
in nadzor TO, ki so jih pripravila evropska in ameriska zdruzenja, kot je American Society
of Clinical Oncology (ASCO), European Group of Tumor Markers (EGTM), National
Academy of Clinical Biochemistry (NACB) in International Federation for Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) (11).

TO razvrstimo v deset skupin: encimi, hormoni, onkofekalni antigeni, citokeratini,
karbohidratni tumorski oznacevalci, krvni antigeni, proteini, receptorji in drugi

oznacevalci, genski oznaCevalci ter meSani tumorski oznacevalci (9).

1.4.1. DOLOCANJE TUMORSKIH OZNACEVALCEV

TO imajo navadno v telesnih teko¢inah zelo nizke koncentracije, zato za njihovo

dokazovanje uporabljamo visokoob¢utljive tehnike:

o radioimunske (RIA),
o encimsko-imunske (ELISA, EIA) in

o luminometri¢ne tehnike (kemiluminiscenca).

Z naStetimi tehnikami se lahko dolo¢a zelo majhne koncentracije antigena. Koncentracije
TO, ki so izmerjene z razlicnimi metodami ali z enakimi metodami razli¢nih proizvajalcev,

se navadno med seboj razlikujejo. Na to lahko vpliva razlika v kvaliteti in specifi¢nosti
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protiteles, ki so v testnem kompletu usmerjena proti razli¢cnim epitopom, ter razlika v
razli¢nih oznacevalcih in kalibratorjih. Uporaba enakih metod in enakih protiteles v testih
razliénih proizvajalcev, daje pri istem vzorcu razli€ne rezultate. Da se rezultate lazje
interpretira, je potrebno narediti ve¢ dolocitev tumorskih oznacevalcev v razli¢nih stadijih
bolezni z enako metodo in po moznosti v istem laboratoriju, ter spremljati gibanje njihovih
koncentracij. Prav tako je potrebno upostevati biolosko razpolovno dobo, ki je pri razli¢nih
tumorskih oznacevalcih razli¢na in se giblje od nekaj ur do nekaj tednov. Koncentracija
tumorskih oznacevalcev v telesnih tekocinah je odvisna od razli¢nih dejavnikov, kot je
vrsta, velikost in razSirjenost tumorja, prekrvljenost in stopnja nekroze tumorskega tkiva

ter razpolovni ¢as TO in vpliv protiteles (11, 12).

1.4.2. LASTNOSTI TUMORSKIH OZNACEVALCEV

Z diagnosti¢no specifi¢nostjo in diagnosti¢no obcutljivostjo se natan¢no opredeli lastnost
posameznega tumorskega oznacevalca. Obcutljivost predstavlja delez odkritih obolelih, Ki
imajo zvisano vrednost tumorskega oznacevalca v primerjavi z vsemi obolelimi. Cim vegji
je delez bolnikov z istim tumorjem in z zvi$ano vrednostjo oznaéevalca, tem bolj je le-ta
oznacevalec obcutljiv. Za obcutljivost tumorskega oznacevalca se pri¢akuje ¢im manjse
Stevilo lazno negativnih in ¢im vecje Stevilo resni¢no pozitivnih rezultatov. S kombinacijo
dveh ali ve¢ tumorskih oznacevalcev lahko povecamo diagnostiéno obcutljivost.
Diagnosti¢na specificnost pa predstavlja delez zdravih preiskovancev z resni¢no
negativnim rezultatom tumorskega oznaevalca. Oznacevalec je tem bolj diagnosti¢no
specificen, ¢im manjkrat je prisoten pri ljudeh, ki nimajo dolo¢ene vrste tumorja, 0ziroma
¢im manj je lazno pozitivnih in ¢im vec je resni¢no pozitivnih dolocitev. Idealni tumorski
oznacevalec naj bi imel 100 % diagnosti¢no specifi¢nost in diagnosti¢no obcutljivost za
dolo¢eno vrsto raka ter prazno vrednost ni¢ (naj ne bi bil prisoten pri zdravih
preiskovancih). Vendar takega oznacevalca ni. Referenéno obmogje ali prazna vrednost ni
nikoli ni¢, saj se za tumorske oznaéevalce uporablja snovi, ki so prisotne tudi v drugih
celicah. Postavijo jo tako, da je ¢im manj lazno negativnih in laZzno pozitivnih rezultatov.
Pri isti vrsti rakave bolezni je mogoc¢e dolocati ve¢ oznacevalcev hkrati. S kombinacijo se
lahko poveca diagnosti¢na obcutljivost dolocanja in zmanjSa diagnosti¢na specificnost. Z

izbiro pravih oznacevalcev, se diagnosti¢na specificnost minimalno zmanj$a, medtem ko se
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diagnosti¢na obcutljivost pomembno poveca. Primer dobre kombinacije oznaéevalcev sta
BhCG in AFP za neseminomske germinalne tumorje ter CA125 in HE4 za epitelijske

tumorje jajénikov (11, 12).

1.5. TUMORSKI OZNACEVALCI RAKA JAJCNIKOV

Znanih je ve¢ vrst TO, ki so jih zaznali v telesnih tekoc¢inah in v tkivu bolnic z rakom
jajénikov. Ti preuevani TO bi lahko v prihodnosti predstavljali obetajoée nove
oznacevalce za diagnosticiranje, spremljanje bolezni in lahko celo za presejanje raka
jajénikov. V danasnjem casu se Vv laboratorijski diagnostiki uporablja le TO CA 125. Pred
casom se je uveljavil tudi novi TO HE4, za katerega so v letu 2009 predstavili
avtomatizirano metodo merjenja Architect HE4. Zdruzenji NACB in EGTM priporo¢ajo
uporabo TO CA 125 in HE4 za pomo¢ pri diagnostiki, za spremljanje terapije in za
napoved ponovitve raka jajénikov. Za vse ostale serumske TO pa zdruZenji ne priporocata
uporabe za diagnosticiranje, detekcijo in spremljanje raka jajénikov, saj so bodisi v fazi
ocenjevanja, raziskovanja ali odkrivanja. Ti so Her2/neu, gen AKT2, inhibin, tumor
povezani tripsinski inhibitor (TATI), z rakom povezani serumski antigen (CASA), tkivni
polipeptidni antigen (TPA), CEA, osteopontin, inhibin, prostasin, lizofosfatna kislina
(LPA), hCG, fibrinoliti¢ni oznacevalci PAI-1 in PAI-2, interlevkin-6, Rsf-1, NAC-1,

mitogeno aktivirana protein kinaza (MAPK) in druzina Kallikrein (6).

1.5.1. TUMORSKI OZNACEVALEC CA 125

Karbohidratni antigen CA 125 je glikoprotein z molekulsko maso veéjo od 200.000. TO
CA 125 spada v druzino mucinskih antigenov (MUC16) in vsebuje 24 % ogljikovih
hidratov. V zvisanih koncentracijah nastaja predvsem pri epitelijskem raku jajénikov. Pri
odraslih je prisoten v sluznici materni¢nega vratu, pljuénem parenhimu in v zdravem tkivu
jajénikov. Fizioloska funkcija CA 125 v telesu ni poznana. Monoklonska protitelesa (MPt)
OC 125, katera so uporabljena v metodah dolocanja antigena CA 125, so razvili Bast in
sodelavci leta 1981. MPt OC 125 so izolirali s pomocjo celi¢ne linije OVCA 433, ki so jih

pridobili iz bolnice s seroznim papilarnim cisti¢cnim adenokarcinomom jaj¢nikov. MPt OC
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125 prepoznajo epitope na antigenu CA 125. Ta MPt kazejo visoko specifi¢nost za rak
jajénikov in se lahko uporabljajo v razli¢nih metodah dolo¢anja TO CA 125 (6, 9). CA 125
vsebuje tri antigenske domene: A-domena (OC 125), B-domena (M11) in C-domena
(OV197) (26).

Serumska prazna vrednost TO CA 125 je 35 kU/L. Zvisane koncentracije se lahko pojavijo
tudi pri neovarijskih karcinomih, kot je rak endometrija, pljuc, trebusne slinavke, dojk,
debelega Crevesa in danke ter pri drugih gastrointestinalnih tumorjih. Prav tako se lahko
pojavijo zviSane koncentracije Vv folikularni fazi menstrualnega ciklusa, pri cirozi,
hepatitisu, endometriozi, perikarditisu in v zgodnji nose¢nosti. Evropska in ameriska
zdruzenja ne priporo¢ajo uporabe TO CA 125 kot presejalni test raka jajénikov zaradi
diagnosti¢no prenizke specifi¢nosti in slabe obcutljivosti. TO CA 125 prav tako ni
primeren za razlikovanje raka jajénikov od ostalih malignih stanj (6, 9).

Pri karcinomu jajénikov so zasledili zvisane vrednosti TO CA 125 pri 50 % bolnic v I.
stadiju, pri 90 % bolnic v Il. stadiju ter pri ve¢ kot 90 % bolnic v I1l. in V. stadiju. Raven
TO CA 125 v krvi korelira z velikostjo in stadijem tumorja. Bioloska razpolovna doba TO
CA 125 je normalno 4,8 dni, vendar se lahko ¢as razpolovne dobe giblje tudi od 5 do 10
dni (9).

1.5.2. METODE DOLOCANJA TO CA 125

Prva metoda dolo¢anja TO CA 125 v serumu je bila Centocorjeva (danes Fujirebio
Diagnostics) radioimunska tehnika, ki so jo predstavili leta 1983. Za lovljenje in detekcijo
antigena CA 125 so v metodi uporabljali protitelesa OC 125 (6). Danes se v laboratorijski
praksi uporablja avtomatizirana imunokemijska tehnika dolocanja TO CA 125 druge
generacije (CA 125 1), ki za lovljenje antigena CA 125 uporablja MPt M11 in kot
konjugat oznaceno MPt OC 125. Ta tehnika je bila odobrena s strani FDA (Food and Drug
Administration) za kvantitativno dolo¢anje TO CA 125 v serumu bolnic s primarnim
malignim epitelijskim rakom jajénikov. Prazne vrednosti se lahko v testih dolo¢anja TO
CA 125 pri razli¢nih proizvajalcih razlikujejo zaradi razlik v kalibraciji, testni metodi in
specifi¢nosti reagentov 0ziroma protiteles. Rezultati meritev so podani v poljubnih enotah

kot U(enote)/mL. V laboratoriju podajamo rezultate v kU/L, po enotnem sistemu Sl.
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Priporoca se dolocitev CA 125 v serumu ¢im prej po centifugiranju venske krvi. Vzorce se
lahko hrani pri temperaturi 4 °C (1-5 dni), pri -20 °C (2 tedna - 3 mesece) ali daljsi ¢as pri
temperaturi -70 °C (6, 9, 13).

1.5.3. TUMORSKI OZNACEVALEC HE4

Humani nadmodni protein 4 (HE4) je sekretorni protein, ki se aktivno spros¢a v telesne
tekoCine. UvrS¢amo ga v skupino proteaznih inhibitorjev strzenskih kislih sirotkinih
proteinov s 4-disulfidnimi vezmi (WFDC proteins). V dozoreli glikozilirani obliki ima
molekulsko maso 20.000-25.000, ter je sestavljen iz enega peptida in dveh WFDC domen
(15, 16). Protein HE4 so leta 1991 nasli Kirchoff in sodelavci. Izolirali so ga iz
nadmodnega tkiva in predvidevali, da kot proteazni inhibitor sodeluje pri dokon¢nem
dozorevanju semencic (30). Kasneje so Schummer in sodelavci ugotovili, da nastaja tudi v
zdravem epitelijskem tkivu Zzenskih spolnih organov in respiratornem tkivu ter pri
malignem raku jajénikov. Zaznali so zvisane serumske koncentracije proteina HE4 pri
bolnicah z rakom jaj¢nikov (31). HE 4 je postal obetajo¢i novi tumorski oznacevalec raka
jajénikov. Hellstrom in sodelavci so izvedli Studijo uporabnosti proteina HE4 kot
tumorskega oznacevalca karcinoma jajénikov. Ugotovili so, da ima HE4 boljso sposobnost
razlikovanja med bolnicami z malignimi in benignimi boleznimi, kot TO CA 125. Razvili
so tudi 2H5 in 3D8 monoklonska protitelesa proti razli¢nim epitopom na antigenu HE4 v
humanem serumu (32). V nadaljevalni $tudiji so primerjali HE4 z razlicnimi TO raka
jajénikov. Med vsemi TO je imel HE4 najbolj$o diagnosti¢no ob¢utljivost za rak jajénikov.
V kombinaciji TO CA 125 in HE4 pa se je diagnosticna obcutljivost Se zvisala (24).
Ceprav TO HE4 ni tkivno specifi¢en, so s §tudijami dokazali, da je eden najuporabnejsih

biooznacevalcev karcinoma jajénikov (24, 25).

Antigen HE4 se v krvi pojavlja v visokih koncentracijah predvsem pri seroznih,
endometrioidnih in svetloceli¢nih epitelijskih tumorjih jajénikov. V zdravem ovarijskem
tkivu se pojavlja v minimalnih koncentracijah. Izraza se neodvisno od TO CA 125, ter v
kombinaciji z njim daje $e bolj uporabne informacije o raku jajénikov. Dolo¢ene vrste raka
jajénikov, kot so mucinozni epitelijski ali germinalni tumorji, redko izrazajo HE4. Zato
uporaba TO HE4 za spremljanje bolnic z znanimi mucinoznimi in germinalnimi tumorji

jajénikov ni priporocljiva. Ker se HE4 lahko pojavlja tako pri malignih kot pri nemalignih
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obolenjih, se ga ne sme uporabljati kot presejalni ali samostojen diagnosti¢ni test (15).
Anastasi in sodelavci so v studiji potrdili, da je HE4 dober zgodnji oznacevalec ponovitve
raka na jajénikih, saj je serumska koncentracija presegla prazno vrednost od 5 do 8

mesecev pred poviSanjem serumske koncentracije TO CA 125 (18).

1.5.4. METODE DOLOCANJA TO HE4

Leta 2002 so pripravili HE4 monoklonska protitelesa in prototip HE4 encimskoimunske
metode EIA, ter predstavili HE4 kot novi TO raka jajénikov. V letu 2007 so Moore in
sodelavi s studijo dokazali, da je HE4 zelo dober TO v zgodnji fazi epitelijskega raka
jajénikov (24). V tem cCasu so pripravili tudi napovedni algoritem za ugotavljanje tveganja
ovarijskega raka (ROMA). Prva metoda kvantitativnega dolo¢anja TO HE4 je bila
encimskoimunska tehnika EIA, ki je bila leta 2008 odobrena s strani FDA, pridobila pa je
tudi CE (Conformité Européenne) certifikat (16). Metoda je namenjena spremljanju
ponovitve ali napredovanja epitelijskega raka jajénikov. HE4 EIA je nekompetitivha
sendvi¢ imunotehnika, ki uporablja dve vrsti misjih monokolonskih protiteles 2HS in 3D8
usmerjenih proti epitopoma C-WFDC. Z namenom, da bi pripravili avtomatizirano metodo
merjenja TO HE4, so leta 2007 Abbott Laboratories in Fujirebio Diagnostics podpisali
dogovor o sodelovanju. Avtomatizirana metoda z imenom Architect HE4 je bila
pripravljena leta 2009 ter leta 2010 prejela CE certifikat in bila odobrena s strani FDA za
diagnosti¢no spremljanje zdravljenja raka jajénikov. Metoda je kemiluminiscentna

imunotehnika z mikrodelci (CMIA) in bo podrobneje opisana v nadaljevanju (16).

Kemiluminiscentne tehnike so ultraobcutljive z mejo zaznavnosti na nivoju atomola ali
zeptomola, ter imajo Siroko dinami¢no obmodje. Zaradi teh lastnosti se v veliki meri
uporabljajo v avtomatiziranih imunotehnikah. Kemiluminiscentna eksitacija nastane v
kemicni reakciji, pri kateri pride do oksidacije organske snovi, kot je luminol, izoluminol,
akridinijev ester ali luciferin, v prisotnosti oksidanta kot je vodikov peroksid, hipoklorit ali
Kisik. Te reakcije potekajo v prisotnosti katalizatorjev kot so encimi ali kovinski kompleksi
(14).
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1.6. AVTOMATIZIRANE METODE MERJENJA TO CA 125 IN HE4

V Stevilnih obcutljivih in specificnih klini¢nih testih se kot osnova uporabljajo
imunokemicne reakcije. V znacilni imunokemicni analizi se uporablja protitelesa (Pt) kot
reagente za prepoznavo zeljenega antigena. Odli¢na molekulska specifi¢nost in visoka
afiniteta vezave Pt na specifiéne antigene omogoca identifikacijo in kvantifikacijo
specifi¢nih analitov z razlicnimi metodami. Imunokemijske tehnike so lahko kvalitativne
ali kvantitativne, ter temeljijo na ocenitvi nastanka konénega imunskega kompleksa, ki ga
tvorita Pt in antigen. Da so imunokemijske tehnike dobro analizno ob¢utljive in analizno
specifi¢ne, uporabljajo razlicno oznacena protitelesa in antigene. Te tehnike med seboj
lo¢imo tudi na kompetitivne in nekompetitivne, ter homogene in nehomogene tehnike (17).
V nadaljevanju sta opisana najpogosteje uporabljena principa za avtomatizirano dolo¢anje
TO CA 125 in HEA4.

1.6.1. HETEROGENA NEKOMPETITIVNA ELEKTROKEMILUMINISCENTNA
IMUNOKEMIJSKA TEHNIKA

Princip metode je heterogena nekompetitivna elektrokemiluminiscentna imunokemijska
tehnika (ECLIA). Temelji na tvorbi kompleksa med antigenom CA 125 iz vzorca, MPt OC
125 oznacenim z rutenijevim kompleksom, biotiniliranim MPt M11 in med mikrodelci
oznacenimi s streptavidinom. Reakcijsko zmes se po inkubaciji aspirira v merilno celico,
kjer se mikrodelci magnetno ujamejo na povrSino elektrode, nevezane sestavine pa se
sperejo. Nato se doda reducent tripropilamin. Napetost, ki se ustvari med elektrodama,
inducira kemiluminiscenco, ki jo izmeri fotopomnozevalka. Rezultati so nato doloCeni s

pomocjo umeritvene krivulje v enotah kU/L (19). Princip je prikazan na sliki 3.

10
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ELEKTRODI FOTOPOMNOZEVALKA KEMILUMINISCENCA
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Slika 3: Princip heterogene nekompetitivne elektrokemiluminiscentne imunotehnike (ECLIA)

1.6.2. NEKOMPETITIVNA KEMILUMINISCENTNA IMUNOTEHNIKA Z
MIKRODELCI

Nekompetitivna kemiluminiscentna imunotehnika z mikrodelci (CMIA) temelji na dodatku
antigena CA 125 iz vzorca, paramagnetnih mikrodelcev pokritih s specifiénimi misjimi
MPt OC 125, ter konjugata oznacenega z akridinijem in s specifi¢nimi mi§jimi MPt M11.
V prisotnosti oksidanta (NaOH) pride do oksidacije akridinija, ki po aktivaciji oddaja
kemiluminiscen¢no svetlobo. Princip je prikazan na sliki 4. Kemiluminiscenco se nato
pretvori s pomocjo kalibracijske krivulje v koncentracijo (kU/L). Enak princip z ustreznimi
specifi€nimi protitelesi se uporablja tudi za dolo¢anje TO HE4, pri ¢emer se rezultat izraza

v pmol/L (20).

11
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NA STENO KIVETE MAGNETNO UJET
PARAMAGNETNI MIKRODELEC
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Slika 4: Princip nekompetitivne kemiluminiscentne imunotehnike z mikrodelci (CMIA).

1.7. ALGORITEM ZA UGOTAVLJANJE TVEGANJA
OVARIJSKEGA RAKA

Algoritem za ugotavljanje tveganja ovarijskega raka (ROMA) se uporablja za pomo¢ pri
ocenjevanju tveganja za maligni epitelijski rak jajénikov pri bolnicah s $e neprepoznanimi
masami v medeni¢nem predelu, Katerim bodo opravili diagnosti¢ni operativni poseg.
Laparoskopska diagnosti¢na operacija je kljucni poseg za potrditev raka jajcnikov, saj
omogoca natan¢en pregled jajénikov in drugih organov v abdominalni votlini ter citolosko

in histolosko opredelitev raka.

Enacbo ROMA so oblikovali z namenom, da bi izboljsali uporabnost TO CA 125 v
diagnostiki in spremljanju epitelijskega raka jajcnikov. Cilj v zacetku raziskovanja je bil,
da bi nasli dober TO, ki bi skupaj s TO CA 125 izboljsal diagnosti¢no ob¢utljivost. S tem
bi lahko pri vecjem Stevilu pacientk odkrili karcinom jajénikov v zacetni fazi in jim

omogocili optimalno zdravljenje ob pravem casu.

12
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Moore in sodelavci so leta 2007 preverili Stevilne tumorske oznacevalce in ugotovili, da
ima kombinacija TO CA 125 in HE4, med razlicnimi TO najboljSo diagnosti¢no
obcutljivost (24). Izvedli so opazovalno $tudijo, v katero so vkljucili 233 bolnic, 67 bolnic
z invazivnim epitelijskim rakom jajénikov in 166 bolnic z benignim tumorji jajénikov.
Analizirali so izbrane tumorske oznacevalce: CA 125, HE4, SMRP, CA 72-4, inhibin,
aktivin, osteopontin, HER2 in EGFR, ki povecajo diagnosti¢no obcutljivost TO CA 125 pri
visoki diagnosti¢ni specifi¢nosti. Izratun diagnosti¢ne obcutljivosti SO opravili pri vnaprej
doloc¢enih diagnosti¢nih specificnostih 90 %, 95 % in 98 %. Kot samostojen TO je imel
CA 125 diagnosti¢no obcutljivost 43,3 % in TO HE4 72,9 % pri 95 % diagnosti¢ni
specificnosti. HE4 in SMRP (53,7 %) sta imela kot individualna TO najvisjo diagnosti¢no
obcutljivost za detekcijo ovarijskega karcinoma pri 95 % diagnosti¢ni specifi¢nosti. Vsi
ostali testirani samostojni TO so imeli diagnosticno obcutljivost nizje od TO CA 125.
Ugotovili so, da le TO HE4 v kombinaciji s TO CA 125 daje najboljso diagnosti¢no
obcutljivost, Ki je 76,4 % pri 95 % diagnosti¢ni specificnosti. Kombinacija TO CA 125 in
HE4 je dodala 33,1 % k diagnosti¢ni obcutljivosti samostojnega TO CA 125 in 3,5 % k
diagnosti¢ni obcutljivosti samostojnega TO HE4. Kombinacija treh ali ve¢ TO je
doprinesla zelo malo k zvisanju diagnosticne obcutljivosti CA 125+HE4. Oziroma,
vklju€evanje drugih TO v kombinacijo TO CA 125+HE4 ni izboljsalo diagnosti¢ne
obcutljivosti za ovarijski karcinom. V nekaterih primerih se je diagnosti¢na obcutljivost
celo zmanjsala. Ugotovili so tudi, da ima pri raku jajénikov v I. stadiju TO HE4 najboljso
diagnosti¢no obcutljivost, e boljso kot TO CA 125. V 1. stadiju raka jajénikov pri 95 %
diagnosticni specificnosti sta imela TO CA 125+HE4 39,5 % diagnosticno obcutljivost,
medtem ko je imel samostojen TO CA 125 15,1 %, ter samostojen TO HE4 45,9 %
diagnosti¢no obcutljivost. Kombinacija TO HE4 s CA 125 ali s katerim koli drugim TO, ni

izboljsala diagnosti¢ne obcutljivosti v L. stadiju raka jajénikov (24).

TO HE4 in CA 125 so, na osnovi dobljenih podatkov v dveh razli¢nih $tudijah, zdruzili v
matemati¢no enatbo ROMA, ki je odvisna od predmenopavznega in pomenopavznega
statusa bolnice. Algoritem za predmenopavzne in pomenopavzne bolnice je bil ustvarjen s
pomocjo logisticne regresije. Izracunana vrednost ROMA je napovedna verjetnost za

odkritje malignega epitelijskega raka jajénikov med diagnosti¢no operacijo (25).

13
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Izra¢un napovednega indeksa
Napovedni indeks (PI) se izracuna posebej za predmenopavzne in pomenopavzne bolnice:

1. Predmenopavzne bolnice: Pl =-12,0 + 2,38 * LN(HE4) + 0,0626 * LN(CA125I1)

2. Pomenopavzne bolnice: PI1 =-8,09 + 1,04 * LN(HE4) + 0,732 * LN(CA125I1)

LN....cooon naravni logaritem
HEA4............ koncentracija tumorskega oznacevalca HE4

CA 125II....koncentracija tumorskega oznacevalca CA 125

Izraéun vrednosti ROMA

Za izracun vrednosti ROMA je potrebno vnesti PI izra¢un v naslednjo enacbo:

PI
e
vrednost ROMA (%) = 1T of X 100

Pl......... napovedni indeks

V nadaljevalni $tudiji so dolo¢ili prazni vrednosti ROMA, ki razvrstita bolnice glede na
menopavzni status, med tiste z visokim in tiste z nizkim tveganjem za odkritje malignega
epitelijskega raka jajénikov. Prazni vrednosti ROMA sta doloceni pri 75 % diagnosti¢ni
specifi¢nosti, ter se razlikujeta glede na vrsto metode, ki je uporabljena za dolocitev TO
HE4 in CA 125, EIA ali CMIA. Prazni vrednosti sta prilagojeni metodam dolo¢anja TO
HE4 in CA 125 (25).

Indeks malignega tveganja

Predhodnik enacbe ROMA je indeks malignega tveganja (RMI), ki se ga uporablja za
ocenitev napovedi malignega epitelijskega raka jajcnikov pri zenskah s Se neprepoznanimi

medeni¢nimi masami. RMI je v praksi Siroko uporabljen algoritem. Razvili so ga Jacobs

14
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in sodelavci ze pred 20 leti. V izraCunu se upoStevajo rezultati ultrazvocne preiskave,
koncentracija TO CA 125 in menopavzni status, ki razvrsti bolnice v skupine z visokim ali
nizkim tveganjem. Moore in sodelavci so v Studiji primerjali vrednosti RMI in ROMA. Pri
75 % diagnosti¢ni specifi¢nosti je imela enacba RMI 84,6 %, ter enatba ROMA 94,3 %
diagnosti¢no obcutljivost. Ugotovili so, da je enacba ROMA dosegla signifikantno visjo
diagnosti¢no obcutljivost pri bolnicah v 1. in Il. stadiju invazivnega epitelijskega raka
jajénikov (27, 28).

15
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2. NAMEN DELA

V laboratorijski diagnostiki malignega raka jajénikov se predvsem uporablja TO CA 125,
ki nastaja le pri 50 % bolnic v zacetnem stadiju bolezni. Zvisane serumske koncentracije
TO CA 125 pa se pojavljajo tudi pri drugih benignih ginekoloskih in neginekoloskih
obolenjih. V zadnjem ¢asu se je zelo uveljavil novi serumski TO HE4, ki ima vecjo
klini¢éno mo¢ pri odkrivanju in spremljanju malignega epitelijskega raka jajcnikov, kot CA
125. Ugotovili so tudi, da sta tumorska oznac¢evalca HE4 in CA 125 v kombinaciji $e bolj
natanen napovedni dejavnik tveganja za pojav malignega obolenja na jajénikih z
diagnosti¢no obcutljivostjo 76,4 % pri 95 % specificnosti. V' ta namen sta Fujirebio
Diagnostics in Abbott Laboratories pripravila avtomatizirano metodo merjenja TO HE4 v

serumu, ter algoritem za izracun tveganja za ovarijski karcinom in prazne vrednosti.

Namen diplomskega dela je ugotoviti ujemanje rezultatov dveh razli¢nih metod dolo¢anja
TO CA 125. V laboratoriju imamo Ze uvedeno rutinsko metodo merjenja TO CA 125, ki jo
izvajamo na analizatorju Modular Analytics E170, proizvajalca Roche Diagnostics. Nova
metoda merjenja koncentracije TO CA 125 pa je uvedena na analizator Architect 11000
proizvajalca Abbott Laboratories. Zanima nas, ¢e¢ lahko za izracun vrednosti ROMA
namesto TO CA 125, izmerjenega na Architectu 11000, uporabimo TO CA 125 izmerjen
na Modularju Analytics E170.

Bolnicam, ki bodo imele naro¢eno preiskavo TO CA 125 v serumu, bomo le-to dolo¢ili z
metodo na Modularju Analytics E170 in bo za nas predstavljala primerjalno (referen¢no)
metodo. Tem serumskim vzorcem bomo dolo¢ili e koncentracijo TO CA 125 in HE4 na
Architectu 11000. Nato bomo z analizno specifi¢nostjo, analizno obcutljivostjo in
ponovljivostjo med serijami iz kontrol ugotovili sprejemljivost nove testne metode
merjenja TO CA 125, glede na primerjalno metodo. Vrednosti TO CA 125, izmerjenih z
dvema razli¢énima metodama, bomo nato med seboj primerjali s korelacijo, regresijo in z
Wilcoxonovim testom predznacenih rangov. Pri¢akujemo, da se dobljene koncentracije TO
CA 125 med seboj ne bodo razlikovale. Zato izhajamo iz hipoteze, da lahko za izracun
vrednosti ROMA uporabimo koncentracijo TO CA 125, izmerjenega s katerokoli od
uporabljenih metod. Vrednosti ROMA bomo izracunali iz koncentracije TO HE4 in CA
125. V izracunu bomo prvi¢ uporabili TO CA 125 izmerjen na Architectu 11000, ter drugic
TO CA 125 izmerjen na Modularju Analytics E170. Nato bomo dobljene vrednosti ROMA

med seboj primerjali s korelacijo, regresijo, srednjimi vrednostmi in merami variabilnosti.

16



Mateja Stirn Diplomska naloga

3. MATERIALI IN METODE

3.1. ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 226 serumskih vzorcev bolnic, ki so se zdravile na Onkoloskem
Institutu Ljubljana in so imele v obdobju od decembra 2010 do marca 2011 naroceno
preiskavo TO CA 125. Vzorce smo izbirali glede na starost bolnic ter glede na rezultate
analiz TO CA 125, ki so bile dolo¢ene z rutinsko metodo na analizatorju Modular
Analytics E170, proizvajalca Roche. Bolnice so bile stare od 23 do 82 let, s povpre¢no
starostjo 56,9 let. Menopavza nastopi med 48. in 55. letom starosti (25). Zato smo bolnice
stare 55 let in ve¢ uvrstili v pomenopavzno skupino (povprecna starost 66,6 let), ter bolnice
mlajse od 55 let v predmenopavzno skupino (povprecna starost 46,4 let). Glede na prazno
vrednost TO CA 125, ki je 35 kU/L, smo vzorce razdelili e v pozitivno in negativno
predmenopavzno skupino, ter v pozitivno in negativho pomenopavzno skupino. Ustvarili

smo enako velike skupine, ki so prikazane v preglednici I.

Preglednica 1: Prikaz predmenopavznih in pomenopavznih skupin ter pozitivnih in negativnih
skupin.

TO CA 125 POZITIVNE NEGATIVNE
. SKUPAJ
Modular Analytics E170 > 35 kU/L <35 kU/L

Predmenopavzne

54 54 108
bolnice < 55 let
Pomenopavzne

) 59 59 118
bolnice > 55 let

SKUPAJ 113 113 226

Kri je bila odvzeta v serumske epruvete z gelom, katere smo po koagulaciji centrifugirali
10 minut na 2800 x g pri sobni temperaturi in pridobili serum. Po opravljenih naro¢enih
rutinskih analizah smo oddelili serum na dva enaka alikvota v pripravljene epruvete in jih

zatesnili z zamaskom. Vzorce smo shranili v zamrzovalnik pri temperaturi — 26 °C.
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3.2. ANALIZA VZORCEV

3.2.1. PRIPRAVA VZORCEV

Vzorce seruma smo obravnavali kot potencialno kuzen material, zato smo pri delu
uporabljali osebna za$itna sredstva. Pred analizo smo vzorce odmrznili na sobni
temperaturi, ter jih pri nizki hitrosti premesali z vrtinCnim meSalom. Motno lipemicne
serumske vzorce smo centrifugirali 10 minut na 2800 x g pri sobni temperaturi in odstranili
maséobe. Vzorce smo pregledali in jim odstranili mehurcke. Pripravljene vzorce smo
vstavili v stojala (Slika 5), ter narocili preiskave CA 125 in HE4 v program analizatorja
Architect 11000 proizvajalca Abbott Laboratories.

Slika 5: Prikaz pripravljenih vzorcev v stojalih pred analizo.

3.2.2. POSTOPEK MERJENJA TO CA 125V SERUMU

Meritev TO CA 125 v serumu smo izvedli na analizatorju Architect i1000 proizvajalca
Abbott Laboratories (Slika 6 in 7). Koncentracijo TO CA 125 smo dolocili s
kemiluminiscentno imunotehniko z mikrodelci (CMIA) za kvantitativno dolo¢anje

antigena CA 125 v humanem serumu.

18



Mateja Stirn Diplomska naloga

Slika 6: Analizator Architect i1000SR na katerem smo izvedli
meritve tumorskih oznacevalcev CA 125 in HE4.

Merilno obmocje TO CA 125 je od 1,0 do 1000 kU/L. Vrednosti, vecje od 1000 kU/L smo

red¢ili 1:10 z avtomatskim red¢enjem na analizatorju.

Pred izvedbo meritev koncentracij TO smo izvedli vzdrzevanje analizatorja ter naredili

umerjanje in kontrole.

Ko smo nalozili serumske vzorce v analizator, je Architect i1000 izvedel analizo po

naslednjem postopku:

1. Prenos vzorcev z robotsko roko do aspiracijskega mesta in namestitev Kivete v
procesno pot.

2. Aspiracija in prenos serumskega vzorca v kiveto, ter premik kivete na naslednjo
stopnjo v procesni poti.

3. Aspiracija paramagnetnih mikrodelcev prekritih z mi§jimi MPt OC 125 in prenos v
kiveto. Antigen CA 125 iz vzorca in paramagnetni mikrodelci ozna¢eni z misjimi
MPt OC 125 se veZejo v kompleks na trdno fazo. Sledi meSanje, inkubiranje in
spiranje reakcijske zmesi.

4. Dodatek konjugata oznacenega z akridinijem in mi§jimi MPt M11. Ponovno sledi

mesanje, inkubiranje in spiranje reakcijske zmesi.
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5. Dodatek predsprozilne raztopine vodikovega peroksida in sprozilne raztopine
natrijevega hidroksida v reakcijsko zmes. Slednji povzroci oksidacijo akridinija in
kemiluminiscenco.

6. Meritev kemiluminiscenéne emisije in pretvorba le te v koncentracijo (kU/L) s
pomocjo kalibracijske krivulje.

7. Vsebino v kiveti se zavrze v tekoCi odpadek, ter kiveto v trden odpadek.

Cas meritve TO CA 125 na posameznem vzorcu je bil 28 minut. Po kon¢ani analizi so se

rezultati izpisali na zaslonu raunalnika na strani rezultati.
Snovi, ki motijo dolo¢itev koncentracije so:

e Dbilirubin (> 0,2 g/L),

e hemoglobin (> 5 g/L),

e celokupni proteini (> 120 g/L),
e trigliceridi (=30 g/L) in

e nekatere terapevtske snovi v zdravilih.

Hookov efekt visoke doze se pojavi pri koncentracijah TO CA 125 nad 180.000 kU/L. Pri
Hookovem efektu pride, zaradi zelo visoke koncntracije analita, do simultane reakcije
antigena z ujetim Pt in oznacenim Pt. To lahko znatno zmanjsa $tevilo nastalih konénih
imunskih kopleksov in posledi¢no lazno zniZan rezultat. ReSitev je red¢enje vzorca pri
koncentracijah, visjih od dolo¢ene vrednosti in zagotovitev zadostno visoke koncentracije

protiteles (17).

3.2.3. POSTOPEK MERJENJA TO HE4 V SERUMU

Meritev TO HE4 v serumu smo izvedli na analizatorju Architect i1000 proizvajalca Abbott
Laboratories (Slika 6 in 7). Koncentracijo TO HE4 smo dolo¢ili s kemiluminiscentno
imunotehniko z mikrodelci (CMIA) za kvantitativno dolo¢anje antigena HE4 v humanem

serumu.

Prazna vrednost TO HE4 je 70 pmol/L in merilno obmoc¢je od 1,4 do 1500 pmol/L.
Vrednosti, vecje od 1500 pmol/L smo red¢ili 1:10 z avtomatskim redCenjem na

analizatorju.
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Pred izvedbo meritev koncentracij TO smo izvedli vzdrzevanje analizatorja ter naredili

umerjanje in kontrole.

Ko smo nalozili serumske vzorce v analizator Architect 11000, je program izvedel analizo

tumorskega oznacevalca HE4 po naslednjem postopku:

1.

7.

Prenos vzorcev z robotsko roko do aspiracijskega mesta in namestitev kivete v
procesno pot.

Aspiracija in prenos serumskega vzorca v kiveto, ter premik kivete na naslednjo
stopnjo v procesni poti.

Aspiracija paramagnetnih mikrodelcev prekritih z misjimi MPt 2H5 in prenos v
kiveto. Antigen HE4 iz vzorca in paramagnetni mikrodelci oznaceni z 2HS5 misjimi
MPt HE4 tvorijo kompleks. Sledi me$anje, inkubiranje in spiranje reakcijske zmesi.
Dodatek konjugata oznaCenega z akridinijem in misjimi MPt 3D8. Ponovno sledi
mesanje, inkubiranje in spiranje reakcijske zmesi.

Dodatek predsprozilne raztopine vodikovega peroksida in sprozilne raztopine
natrijevega hidroksida v reakcijsko zmes, ki povzro¢i oksidacijo akridinija. Produkt
reakcije je kemiluminiscenca.

Meritev kemiluminiscen¢ne emisije in pretvorba le te v koncentracijo (pmol/L) s
pomocjo kalibracijske krivulje.

Vsebino v kiveti se zavrze v tekoCi odpadek, ter kiveto v trden odpadek.

Cas meritve TO HE4 na posameznem vzorcu je bil 28 minut. Po konéani analizi so se

rezultati izpisali na zaslonu racunalnika na strani rezultati.

Snovi, ki motijo dolo¢itev koncentracije so:

bilirubin (> 0,2 g/L),
hemoglobin (>5 g/L),
proteini (> 120 g/L),
trigliceridi (> 30 g/L) in

nekatere terapevtske snovi v zdravilih.

Hookov efekt visoke doze se pojavi pri koncentracijah TO HE4 nad 94.000 pmol/L.
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Slika 7: Prikaz notranjosti analizatorja Architect i1000.

3.2.4. KALIBRATORJI IN KONTROLE

Za umerjanje TO CA 125 smo imeli 6 kalibratorjev A, B, C, D, E in F. Kalibrator A je
vseboval TRIS pufer z govejim beljakovinskim stabilizatorjem in antimikrobnim
prezervativom. Kalibratorji B-F so vsebovali humani antigen OC 125 v TRIS pufru z
govejim beljakovinskim stabilizatorjem in antimikrobnim prezervativom. Kontrolni
material CA 125 je prav tako vseboval humani antigen CA 125 v TRIS pufru z govejim
beljakovinskim stabilizatorjem in antimikrobnim prezervativom v nizki, normalni in visoki

koncentraciji.

Za umerjanje HE4 smo, kot pri umerjanju CA 125, imeli 6 kalibratorjev, ki so vsebovali
humani antigen HE4 v PBS pufru z govejim beljakovinskim stabilizatorjem in
prezervativom ProClin 300. Kontrolni material HE4 je vseboval nizko, normalno in visoko
kontrolo s humanim antigegnom HE4 v PBS pufru z govejim beljakovinskim

stabilizatorjem in prezervativom ProClin 300.

Vsi kalibratorji in kontrole so pripravljeni za takoj$njo uporabo. Shranjevali smo jih v

hladilniku na temperaturi 2 - 8 °C. Pred uporabo smo jih rahlo premesali z obracanjem.
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3.2.5. REAGENTI ZA DOLOCANIJE TO CA 125

Reagentni komplet obsega 100 testov in vsebuje:

e MIKRODELCI: 6,6 mL stekleni¢ka; mikrodelci prekriti z monoklonskimi
(migjimi) CA 125 protitelesi (OC 125) v TRIS pufru z govejim beljakovinskim
stabilizatorjem; antimikrobni prezervativ

o KONJUGAT: 5,9 ml steklenicka; konjugat, oznacen =z akridinijem In
monoklonskimi (misjimi) CA 125 protitelesi (M11) v fosfatnem pufru z govejim

beljakovinskim stabilizatorjem; antimikrobni prezervativ

3.2.6. REAGENTI ZA DOLOCANJE TO HE 4
Reagentni komplet obsega 100 testov in vsebuje:

e MIKRODELCI: 6,6 mL steklenicka; mikrodelci prekriti z monoklonskimi
(mi§jimi) HE4 protitelesi (2H5) v PBS pufru z govejim beljakovinskim
stabilizatorjem in detergentom; prezervativ ProClin 300

e KONJUGAT: 5,9 ml stekleni¢ka; konjugat, oznaen z akridinijem in
monoklonskimi (misjimi) HE 4 protitelesi (3D8) v PBS pufru z govejim
beljakovinskim stabilizatorjem in detergentom; prezervativ ProClin 300

Oba reagentna kompleta sta bila do uporabe shranjena v hladilniku na temperaturi 2-8 °C v

pokon¢nem polozaju. Kompleta reagentov sta prikazan na sliki 8.

Slika 8: Reagentna kompleta Architect CA 125 Il in
HE4.
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3.2.7. OSTALI REAGENTI IN POTROSNI MATERIAL

o Rocno pripravljeno razredcilo, ki vsebuje 100 mL fizioloSke raztopine fosfatnega
pufra z antimikrobnim prezervativom in 9,9 L destilirane vode.

o Predsprozilna raztopina: 1,32 %, vodikov peroksid.

o Sprozilna raztopina: 0,35 N, natrijev hidroksid.

o Pufer za spiranje, ki vsebuje fizioloSko raztopino fosfatnega pufra z dodanim
antimikrobnim prezervativom.

o 0,5 % raztopina natrijevega hipoklorita.

o Raztopina za pipetorsko sondo, ki vsebuje humano plazmo nereaktivho na HBsAg,
HIV RNA ali HIV-1 Ag, anti-HCV, anti-HIV-1/HIV-2 in anti-HBs, ter
antimikrobni prezervativ Proclin 300.

o Gumijasti in plasti¢ni zamaski.

o Epruvete in kivete.

3.3. OPREMA

o Analizator Architect i1000, Abbott Laboratories, Abbott Park, Zdruzene drzave
Amerike.

o Vrtinénik REAX 2000, Heidolph Instruments, Nemcija.

o Centrifuga ROTINA 38R, Hettich Zentrifugen, Nemcija.

o Programska oprema: statisticni program SPSS Statistics 17.0 in program Microsoft
Office Excel 2007.

o Pipete.

3.4. 1ZRACUN VREDNOSTI ROMA

Naslednje prazne vrednosti ROMA veljajo pri uporabi metod ARCHITECT HE4 in
ARCHITECT CA 125 Il. Proizvajalec je za preiskus izracuna vrednosti ROMA v enacbah
uporabil koncentracije TO HE4 od 17,2 do 12.637,8 pmol/L ter koncentracije TO CA 125
od 3,9 do 14.163,0 kU/L (15). Za izra¢un vrednosti ROMA smo uporabili enacbe, ki so

navedene na strani 14.

24



Mateja Stirn Diplomska naloga

Prazne vrednosti ROMA

Razvrstitev bolnic v skupine z nizkim in visokim tveganjem za odkritje malignega

epitelijskega raka jajénikov:

1. Predmenopavzne bolnice:
vrednost ROMA (%) > 7,4% = visoko tveganje
vrednost ROMA (%) < 7,4% = nizko tveganje

2. Pomenopavzne bolnice:
vrednost ROMA (%) > 25,3% = visoko tveganje
vrednost ROMA (%) < 25,3% = nizko tveganje

Diagnosti¢na obcutljivost prazne vrednosti ROMA je pri 75 % diagnosti¢ni specifi¢nosti,
pri razvrs¢anju predmenopavznih in pomenopavznih bolnicah z epitelijskim rakom

jajénikov (I-1V stadij), 93 % (15).

Enacba ROMA ni validirana za bolnice, ki so jih predhodno Ze obravnavali zaradi
malignega obolenja, za bolnice, ki se zdravijo s kemoterapijo, ali pa so mlajse od 18 let, saj
bi lahko prislo do napa¢ne ocenitve tveganja za ovarijski rak in nepravilne obravnave
pacientke. Bolnice, ki so tekom diagnostike ali terapije prejele misja monoklonska
protitelesa, bodo proti njim razvile anti-misja protitelesa (HAMA). HAMA v vzorcu
seruma bi vstopali v reakcijo dolocitve HE4 in CA 125, kar bi vodilo do nepravilnih in

nezanesljivih rezultatov (7, 15, 16).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

V statistiéno obdelavo smo vkljucili rezultate vseh 226 serumskih vzorcev. Dobljene
koncentracije TO CA 125 in HE4 ter izracuni vrednosti ROMA za predmenopavzno in

pomenopavzno skupino bolnic so prikazani v preglednici VI in VII, v prilogi.
4.1. Sprejemljivost nove metode merjenja TO CA 125

Pri obdelavi dobljenih podatkov smo najprej primerjali novo Abbottovo metodo dolo¢anja
TO CA 125 z naso rutinsko Rochevo metodo doloc¢anja TO CA 125 (preglednica Il). Obe
metodi sta avtomatizirani nekompetitivni imunokemijski tehniki. Prednost avtomatiziranih
metod je v znatnem zmanjSanju variabilnosti rezultatov in analiznih napak, povzroc¢enih s
strani laboratorijskega osebja. Z avtomatizacijo se je tudi zelo izboljSala ponovljivost

rezultatov, ki je privedla do bistvenega napredka v kakovosti laboratorijskih testov (29).

Pri obeh metodah velja prazna vrednost 35 kU/L. V obeh metodah uporabljamo visoko
specifi¢éna misja monoklonska protitelesa OC 125 in M11, ki pa so razliéno oznacena.
Metodi se razlikujeta tudi v nafinu nastanka kemiluminiscenéne svetlobe. Pri rutinski
metodi povzro¢i kemiluminiscenco rutenija inducirana napetost med elektrodama, pri novi

metodi pa pride do oksidacije akridinija, ki nato oddaja svetlobo.

Preglednica Il: Primerjava rutinske in nove metode merjenja tumorskega oznacevalca CA 125.

Analizna specifi¢nost Analizna obcutljivost
Uporaba mis§jih MPt M11
Modular CA 125 | oznacenih z biotinom in OC 125 Prazna vrednost je 35 kU/L.
primerjalna Pt oznacenih z rutenijev Meja kvantitativne dolocljivosti
rutinska metoda kompleksom, ki jih proizvaja je <0,60 kU/L.
Fujirebio Diagnostics.
Uporaba mi§jih MPt M11
) oznacenih z akridinijem in OC Prazna vrednost je 35 kU/L.
Architect CA 125 . ' o L
125 Pt oznacenih s Meja kvantitativne dolo€ljivosti
nova metoda o o ]
paramagnetnimi mikrodelci, ki jih je <1,00 kU/L.

proizvaja Fujirebio Diagnostics.
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Z osmimi vrednostmi Abbottovega kontrolnega materiala z nizko, normalno in visoko
koncentracijo TO CA 125 smo izracunali koeficiente variacije (KV). KV(nizka kontrola) =
4,1 %, KV(normalna kontrola) = 1,2 % in KV/(visoka kontrola) = 3 %. Povprecna vrednost
KV je 2,8 %, kar nakazuje na dobro ponovljivost med serijami, saj mora biti KV < 10 %.

Preglednica IX z dobljenimi vrednostmi kontrolnega materiala je v prilogi.

Meritve TO CA 125 so bile izvedene na dveh razlicnih, spretno zasnovanih
avtomatiziranih analizatorjih in z zaneslijivima imunokemijskima analizna metodama.
Kljub nekaterim razlikam (nacin oznacenosti protiteles z organskimi snovmi, ki v reakciji
oddajajo kemiluminiscenco ter na¢in nastanka kemiluminiscentne svetlobe) sta obe metodi

zanesljivi in dobro primerljivi.

4.2. Primerjava rezultatov dveh avtomatiziranih metod merjenja TO CA
125

Primerjali smo rezultate, ki smo jih dobili z rutinsko in novo avtomatizirano metodo
merjenja TO CA 125. Ugotovili smo, da se dobljene opisne vrednosti med seboj

zadovoljivo ujemajo.

Rezultati na analizatorju Modular Analytics E170 so bili v obmoc¢ju od 4 do 1678 kU/L,
rezultati na analizatorju Architect i1000 pa so se gibali od 2,3 do 1872,1 kU/L. Ve¢
podatkov je podanih v preglednici Ill.

Preglednica Ill: Opisne mere za vrednosti obeh avtomatiziranin metod merjenja tumorskega
oznacevalca CA 125.

Najnizja | Najvi§ja | Aritmeti¢na _ Standardna | Koeficient
Metoda ) Mediana o o
vrednost | vrednost sredina deviacija | variacije
rutinska 4 1678 174,7 35,5 302,3 173,0 %
nova 2,3 1872,1 193,9 32,9 354,2 182,7 %

Glede na rutinsko metodo merjenja TO CA 125, se med obema metodama ujema 113
rezultatov od 113, ki so negativni, ter 110 rezultatov od 113, ki so pozitivni. Z novo

27




Mateja Stirn Diplomska naloga

metodo smo torej le pri 3 vzorcih dobili rezultate pod prazno vrednostjo, ki pa so bili glede
na rutinsko metodo malo zvisani. Na sliki 9 je prikazana razporeditev vrednosti TO CA
125 okrog prazne vrednosti. Oziroma prikazani so rezultati, ki so vsaj po eni metodi padli

v obmo¢je, manjse od dveh praznih vrednosti (70 kU/L).

957

CA125 Il Modular Analytics E170  (kUIL)

] I T ] I T I T I I
o] 9 10 15 20 25 30 32 40 45 a0 95 G0 63 Ta IE] g0

CA125 Il Architect 1000  (kUIL)

Slika 9: Prikaz razporeditve vrednosti tumorskega oznacevalca CA 125 okrog prazne vrednosti (35
KU/L).

Izra¢unali smo enacbo regresijske premice in korelacijski koeficient. Na sliki 10 je
diagram regresijske premice z upostevanjem 95 % meje zaupanja in 95 % napovedne
vrednosti. Enacba regresijske premice je y = 0,8470 x + 10,4860. Korelacijski koeficient je

0,9925, ki kaze na to, da je statisticna povezanost med vrednostmi dobra.
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Slika 10: Prikaz odnosa med tumorskima oznacevalcema CA 125, izmerjenima z rutinsko in novo
metodo.

Normalnost podatkov smo preverili s pomo¢jo Kolmogorov-Smirnovega in Shapiro-
Wilkovega testa. Dobljena vrednost p je bila v obeh testih 0,000. Ker je dobljena vrednost

manjsa od 0,05 vemo, da podatki signifikantno odstopajo od normalne porazdelitve.

Nato smo z Wilcoxonovim neparametri¢nim testom predznacenih rangov izracunali
vrednost p, ki znasa 0,408. Ker je dobljen rezultat vecji od 0,05 lahko sklepamo, da razlika
med vrednostmi ni statisticno znacilna. Oziroma, s 5 % tveganjem trdimo, da ni statisticno
znacilne razlike in lahko v izrac¢unu vrednosti ROMA uporabimo serumsko koncentracijo

TO CA 125 izmerjenega po eni ali drugi metodi.

Wilcoxonov test predznaCenih rangov je zelo uporaben test za ugotavljanje razlike med
parnimi podatki. Uporabili smo ga zato, ker se naSe dobljene vrednosti ne porazdeljujejo
normalno. Za veliko skupino vrednosti je Wilcoxonov test predznacenih rangov skoraj tako
obcutljiv kot Studentova porazdelitev t. Zato lahko pri velikem Stevilu vzorcev razlike v
parih preskusimo s pomocjo normalne porazdelitve, saj se binomna porazdelitev Ze

priblizuje normalni (21, 22, 23).
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Iz vseh dobljenih podatkov sklenemo, da lahko potrdimo naso hipotezo. Vrednosti se med
seboj statisticno znacilno ne razlikujejo, zato lahko v enacbi ROMA uporabimo tudi
serumske koncentracije TO CA 125, izmerjene z rutinsko metodo na analizatorju Modular

Analitycs E170, proizvajalca Roche Diagnostics.

4.3. Primerjava pozitivnih vrednosti TO CA 125 in HE4

Na Onkoloskem insStitutu praviloma narocajo analizo TO CA 125 pri ginekoloskih in
plju¢nih rakavih obolenjih. TO HE4 se pojavlja neodvisno od TO CA 125, zato smo
izvedli primerjavo pozitivnih vrednosti TO CA 125 in HE4. Za pozitivne vrednosti TO
HE4 smo smatrali vse dobljene koncentracije nad prazno vrednostjo 70 pmol/L, ter za
pozitivne vrednosti TO CA 125 vse dobljene koncentracije nad 35 kU/L. Uporabili smo
vrednosti TO CA 125 izmerjenega z rutinsko metodo. Dobljene koncentracije TO HE4 so
se gibale v obmo¢ju od 15,6 pmol/L do 11.899,9 pmol/L, s srednjo vrednostjo 246,6
pmol/L.

Iz osmih dobljenih vrednosti Abbottovega kontrolnega materiala z nizko, normalno in
visoko koncentracijo TO HE4 smo izraCunali koeficiente variacije (KV). KV(nizka
kontrola) = 2 %, KV(normalna kontrola) = 3,3 % in KV(visoka kontrola) = 1,3 %.
Povpre¢na vrednost KV je 2,2 %. Dobljene vrednosti koeficientov variacije kazejo na
dobro ponovljivost med serijami, saj so pod vrednostjo 10 %. Preglednica VIII z

dobljenimi vrednostmi kontrolnega materiala HE4 je v prilogi.

V preglednici IV je prikazano Stevilo pozitivnih rezultatov TO CA 125 in HE4 za
pomenopavzno in predmenopavzno skupino bolnic. TO CA 125 je bil zvisan v 30
primerih, med tem ko je bil TO HE4 normalen. Pri normalnih vrednostih TO CA 125, pa je
bil TO HE4 zvisan v 15 primerih. Neenotnost v zvisanih rezultatih se je pojavila v 45

primerih, kar je zelo veliko.
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Preglednica 1V: Stevilo pozitivnih rezultatov tumorskih oznacevalcev CA 125 (rutinska metoda) in
HE4 v predmenopavzni in pomenopavzni skupini bolnic.

o ) Zvisan CA 125 Zvisan HE4 ZviSana oba
Pozitivne bolnice _
(normalen HE 4) (normalen CA 125) | (CA 125 in HE4)
Predmenopavzne 16 4 38
Pomenopavzne 14 11 45
Skupaj 30 15 83

TO HE4 in CA 125 sta med seboj razlicna, zato smo pri¢akovali, da se bodo nekatere
parne vrednosti v vzorcih med seboj razlikovale. Veliko je malignih in benignih bolezni ter
stanj, ki povzrocajo zvisanje koncentracije TO CA 125 v krvi, kjub temu da TO HE4 ni
zvisan. Za TO HE4 so tudi dokazali, da je dober pokazatelj ponovitve raka na jajénikih, saj
se koncentracija zvisa od 5 do 8 mesecev pred TO CA 125 (18). Zato lahko iz tega
sklepamo, da so zviSane vrednosti TO HE4 pri normalnih vrednostth TO CA 125

diagnosticno pomembne.

4.4. Primerjava izra¢unanih vrednosti ROMA

Za vsak vzorec smo izracunali dve vrednosti ROMA. Glede na menopavzni status smo
uporabili ustrezno enacbo ROMA. V enacbi smo prvi¢ uporabili dobljene vrednosti TO
CA 125 in HE4, ki smo jih izmerili na analizatorju Architect i1000 (ROMA 1). Drugi¢ pa
dobljene vrednosti TO HE4, izmerjene na analizatorju Architect 11000 in vrednosti TO CA
125 izmerjene na analizatorju Modular Analiytics E170 (ROMA 2). Prazne vrednosti
ROMA se razlikujejo glede na menopavzni status bolnice in nakazujejo na visoko ali nizko
tveganje za odkritje malignega epitelijskega raka jajénikov. Prazna vrednost za
predmenopavzne bolnice je 7,4 % in za pomenopavzne bolnice 25,3 %.

Izracunane vrednosti ROMA 1 so se gibale v obmod¢ju od 1,1 % do 99,8 %, ter vrednosti
ROMA 2 od 1,1 % do 99,7 %. Vec izracunanih podatkov je prikazanih v preglednici V. S
primerjavo opisnih srednjih vrednosti in opisnih mer variabilnosti smo ugotovili, da so
dobljene vrednosti ROMA 1 in ROMA 2 zelo dobro primerljive.
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Preglednica V:

Opisne mere za vrednosti ROMA 1 in ROMA 2.

Diplomska naloga

Najnizja | Najvi§ja | Aritmeti¢na ) Standardna | Koeficient
ROMA ) Mediana o L
vrednost | vrednost sredina deviacija | variacije
ROMA 1 11 99,8 34,9 16,2 35,2 100,9 %
ROMA 2 1,1 99,7 35,3 17,6 34,7 98,3 %

Med seboj se ujemajo vse dobljene parne vrednosti ROMA, ki smo jih glede na prazno

vrednost razvrstili med visoko ali nizko tveganje za odkritje malignega epitelijskega raka

jajénikov.

Z upostevanjem 95 % meje zaupanja in 95 % napovedne vrednosti smo izrac¢unali enacbo

regresijske premice y = 1,0128 x — 0,8312. Dobljena regresijska premica kaze na zelo

dobro linearno povezavo. Sprememba na x osi je namre¢ zelo podobna spremembi na y

osi, kar pomeni skoraj enako analizno obcutljivost in enak odziv na spremembo

koncentracije. Korelacijski koeficient je 0,999 in kaze na zelo dobro povezavo med

izraGunanimi vrednostmi ROMA 1 in ROMA 2. Na sliki 11 je prikazana razporeditev obeh

vrednosti ROMA in regresijska premica.

(“0)

ROMA1
N W
N

y=1.0128x - 0.8312

ROMA?2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

70 75 80 85 90 95100
(%)

Slika 11: Prikaz odnosa med vrednostmi ROMA 1 in ROMA 2 ter regresijska premica.
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S primerjavo izraCunanih vrednosti ROMA smo podkrepili naso trditev, da lahko za

izraun vrednosti ROMA uporabimo TO CA 125 izmerjen z rutinsko ali z novo metodo.

4.5. Zakljucki

Po ze zakljuCenem naSem eksperimentalnem delu v laboratorju je Roche Diagnostics
uvedel svojo novo metodo dolo¢anja TO HE4 na analizatorju Elecsys, Cobas e (411, 601
in 602) in na enoti E170, ter izraCun vrednosti ROMA pri 75 % specifi¢nosti. Rocheve
prazne vrednosti ROMA, ki razvrstijo bolnice v visoko ali nizko tveganje za maligni
epitelijski rak jaj¢nikov, so vi§je od Abbottovih. Prazna vrednost za predmenopavzne
bolnice je 11,4 %, ter za pomenopavzne bolnice 29,9 %. Do danes imajo Fujirebiovo
licenco za dolo¢anje TO HE4 in izra¢un vrednosti ROMA le Abbott Laboratories, Roche

Diagnostics in Becton Dickinson.

33



Mateja Stirn Diplomska naloga

5. SKLEP

¢+ Ugotovili smo, da sta Rocheva in Abbottova avtomatizirana imunokemijska metoda

dolocanja TO CA 125 zanesljivi in dobro primerljivi.

s Za TO CA 125, dolocen po eni in drugi metodi, SO se izraCunane opisne mere
variabilnosti in srednje vrednosti med seboj zadovoljivo ujemale. Z uporabo
Wlicoxonovega testa predznacenih rangov smo dokazali, da razlika med

vrednostmi ni statisti¢no znadilna.

¢+ S primerjavo pozitivnih rezultatov TO CA 125 in HE4 smo ugotovili, da se veliko
vrednosti med seboj ne ujema. TO HE4 je bil zvisan v 15 primerih, TO CA 125 pa
v 30 primerih, med tem ko je bil drugi oznacevalec normalen. Slednje smo
pricakovali, saj se TO HE4 in CA 125 izrazata neodvisno en od drugega. Zvisane
koncentracije TO HE4, pri normalnem TO CA 125, lahko celo kaZejo na ponovitev

epitelijskega raka jajcnikov.

+¢ Izracunane vrednosti ROMA 1 ROMA 2 so med seboj zelo dobro primerljive.

Z diplomsko nalogo smo potrdili naSo hipotezo, da se vrednosti TO CA 125, izmerjene z
rutinsko in novo metodo, med seboj ne razlikujejo. Dokazali smo, da ni statisticno znacilne
razlike, zato lahko v izra¢unu vrednosti ROMA uporabimo koncentracije TO CA 125
izmerjene z Rochevo metodo na analizatorju Modular Analytics E170, ter upostevamo
Abbottove prazne vrednosti ROMA.
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Preglednica VI: Prikaz dobljenih koncentracij tumorskih oznacevalcev CA 125 in HE4 ter
izracuna vrednosti ROMAL in ROMA 2 za predmenopavzno skupino bolnic.

ST. |CA 125 (35 KU/L) |CA 125 (35 KU/L) | HE 4 (70 pmol/L) ROMA 1 ROMA 2
Modular Roche | Architect i1000SR | Architect i1000SR (=7,4%) (=7,4%)
1 20 18,5 32,1 2,8 2,8
2 1023 961,2 254,3 83,4 83,4
3 15 11 42,6 5,1 5,2
4 21 18,1 54,9 9,2 9,3
5 342 407,1 692,9 98,1 98,1
6 15 16 46,5 6,4 6,3
7 115 111,2 29,7 2,6 2,6
8 25 20,7 31,1 2,6 2,6
9 61 77 259 81,7 81,5
10 4 2,3 81,2 18,5 19,0
11 22 15,5 59 10,7 10,9
12 11 8,2 38,7 4,0 4,1
13 19 18,3 65,1 13,2 13,3
14 18 13,4 76,9 18,2 18,5
15 14 10,1 64,1 12,4 12,6
16 32 26,8 27,2 1,9 1,9
17 19 16,6 46,4 6,3 6,4
18 33 32,8 44,8 6,1 6,1
19 1094 1265,8 310,5 89,1 89,0
20 35 35,8 46,1 6,5 6,5
21 869 757,9 2455 81,9 82,1
22 31 277 46,5 6,6 6,6
23 8 6,4 31,6 2,5 2,5
24 84 88,2 100,6 32,2 32,1
25 118 136,8 1094,4 99,3 99,3
26 22 14,3 47,8 6,7 6,9
27 9 6,7 35,5 3,3 3,3
28 41 415 53,4 9,1 9,1
29 16 13,4 75 17,3 17,5
30 12 10,6 31,3 2,5 2,5
31 18 15 415 4,9 5,0
32 24 19,6 37,3 3,9 4,0
33 11 8,5 59,3 10,4 10,6
34 35 36,5 37,9 4,2 4,2
35 1149 1549,4 80 24.8 24,4
36 886 936,9 186,7 70,6 70,5
37 16 12,5 37,7 3,9 4,0
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38 17 10,7 38,6 4,1 4,2
39 560 560,1 1041,4 99,3 99,3
40 213 268,4 133 49,7 49,4
41 112 114,8 4227 93,6 93,6
42 36 31,4 32,1 2,9 2,9
43 20 17,9 42,7 53 53
44 140 139,6 55,5 10,6 10,6
45 9 6,2 30,3 2,3 2,3
46 22 19,8 27,8 2,0 2,0
47 270 309,4 70,4 18,0 17,9
48 9 6,4 53 8,1 8,2
49 21 18,1 76,8 18,4 18,6
50 75 87,5 124,6 44,1 43,9
51 12 10,1 44,3 5,6 5,6
52 14 11,2 47,6 6,6 6,7
53 10 9,3 314 2,5 2,5
54 6 34 38,8 3,9 4,0
55 8 5,8 27,9 19 19
56 153 140 107,4 36,3 36,5
57 20 17,9 57,1 10,0 10,1
58 1678 1872,1 253,5 83,8 83,7
59 84 105,2 258,8 82,0 81,8
60 50 70,7 72,5 17,7 17,4
61 374 405,3 124,3 46,4 46,2
62 355 426,5 230,3 79,0 78,8
63 100 116,6 55,7 10,6 10,5
64 1356 1535,3 482,3 95,9 95,9
65 46 47 77,9 19,9 19,9
66 1187 1598,1 381,1 93,1 93,0
67 53 40,6 56 10,1 10,2
68 50 43,2 87,8 24,7 24,9
69 262 303,5 1327,6 99,6 99,6
70 391 462,4 96,1 32,1 31,8
71 36 32,9 43,6 5,8 58
72 46 40,4 44,4 6,1 6,1
73 37 36,4 43,7 5,8 58
74 208 231,7 225,4 77,5 77,4
75 932 1308,1 363 92,3 92,1
76 239 250,7 177,5 66,2 66,1
77 17 11,8 34,9 3,3 3,3
78 4 2,8 40,2 4,1 4,2
79 13 9,7 35 3,2 3,3
80 402 422,3 184,9 69,0 69,0
81 26 21,2 27,8 2,0 2,0
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82 10 6,6 31,5 2,5 2,5
83 56 57,9 38,1 4,4 4,4
84 73 87,9 61,5 12,8 12,7
85 342 364.,5 75,1 20,6 20,5
86 387 450,8 69,7 18,0 17,9
87 133 149,9 117,21 41,3 41,1
88 854 1104,1 310,8 89,1 88,9
89 42 36,3 33,6 3,2 3,2
90 31 22,7 31,8 2,7 2,8
91 65 57,2 395,8 92,3 92,4
92 46 43,7 459,4 94,4 94,4
93 269 300,3 170,1 64,1 64,0
94 16 13,6 27,6 19 19
95 62 85,2 51,3 8,7 8,5
96 151 175,5 66,8 15,8 15,6
97 36 34,7 27,3 2,0 2,0
98 280 293,8 975,7 99,1 99,1
99 548 579,7 566,8 97,0 97,0
100 19 14,8 21,9 11 11
101 11 6,7 31,9 2,6 2,6
102 10 9,4 39 4,1 4,2
103 14 9,7 51,6 7,8 7,9
104 9 55 55,5 8,8 9,1
105 21 17,7 54 8,9 9,0
106 11 7,6 354 3,3 3,4
107 9 6,8 33,7 29 3,0
108 8 5,8 38,4 3,9 4,0

Preglednica VII:. Prikaz dobljenih koncentracij tumorskih oznacevalcev CA 125 in HE4 ter
izrac¢una vrednosti ROMAL in ROMA 2 za pomenopavzno skupino bolnic.

ST. | CA 125 (35 KU/L) | CA 125 (35 kU/L) | HE 4 (70 pmol/L) ROMA 1 ROMA 2

Modular Roche | Architect i1000SR | Architect iL000SR (=225.3%) (=25:3%)
1 21 16 76,7 17,6 20,6
2 520 599,3 100,4 80,0 78,3
3 138 164,8 452,7 88,1 86,7
4 308 309,4 221,3 84,9 84,8
5 251 261,2 265,4 85,7 85,3
6 18 18,6 95,9 23,1 22,6
7 14 12,5 56,1 11,4 12,2
8 10 8 36,9 5,7 6,6
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9 157 1715 107,6 63,2 61,7
10 43 42,7 110,7 39,0 39,1
11 172 182 11899,9 99,6 99,6
12 1217 1390,5 405,7 96,9 96,6
13 519 568 662,9 96,5 96,2
14 698 818 1128,9 98,4 98,2
15 178 213,3 59,1 51,9 48,6
16 8 4,3 76,1 7,5 11,3
17 136 131,1 181,7 70,9 71,4
18 6 4 27,5 2,6 3,5
19 129 143,5 292,5 81,0 79,8
20 394 496 132,8 82,3 79,7
21 14 13 43,2 91 9,6
22 35 28,7 68,1 22,4 25,0
23 154 174,5 143,3 70,1 68,1
24 10 7,7 39 5,8 6,9
25 66 62,5 385,7 75,6 76,3
26 17 15,2 43,4 10,2 11,0
27 24 19,5 72,3 18,8 21,2
28 443 463,5 170,9 85,2 84,8
29 16 12,9 48,5 10,1 11,7
30 604 503,6 145,8 83,8 85,6
31 26 19,3 61,4 16,2 19,4
32 59 46,3 106,1 39,4 43,7
33 559 656,5 41,3 62,9 60,1
34 65 78,9 128,6 54,0 50,4
35 26 27,3 82,3 25,3 24,6
36 15 9,9 38 6,7 8,9
37 7 3,9 54,4 50 7,5
38 14 10,1 15,6 2,8 3,6
39 19 12,7 36 7,6 9,9
40 1152 1446,6 535 97,7 97,3
41 51 48,4 38 18,7 19,3
42 52 60,4 40,6 22,5 20,7
43 12 11,2 67,1 12,5 13,0
44 43 39,7 287,8 62,1 63,5
45 20 16,2 48,8 11,8 13,5
46 11 5,8 36,8 4,5 7,0
47 24 17 73,1 17,5 21,4
48 24 21,6 41,7 12,3 13,2
49 12 9 41,6 6,9 8,4
50 18 13,1 40,4 8,6 10,6
51 16 11,7 43,8 8,6 10,6
52 18 14,9 32,4 7,6 8,7
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53 27 17,4 45,9 11,7 15,5
54 15 9,8 67,5 11,5 15,1
55 13 10,6 34,6 6,4 7,4
56 14 12 36,2 7,3 8,1
57 636 783,1 64,6 75,4 72,5
58 127 137,6 386,5 84,7 83,9
59 516 583 1379,5 98,4 98,2
60 18 16 43 10,4 11,3
61 1403 1757,2 638,5 98,4 98,1
62 15 11,6 41,1 8,1 9,6
63 19 15 50 11,5 13,4
64 510 562,4 79,1 74,9 73,5
65 40 32,5 55,1 20,2 22,8
66 12 10,4 77,5 13,6 14,8
67 20 17,1 40,3 10,3 11,4
68 72 81,8 41,8 27,2 25,4
69 27 26,7 57,5 18,7 18,8
70 200 209,9 1042,6 95,5 95,3
71 16 14,6 75,2 16,3 17,3
72 453 505,1 519,3 95,1 94,7
73 38 35,2 43,5 17,4 18,2
74 309 345 226,6 86,1 85,2
75 7 54 47,5 55 6,6
76 25 22,7 38,1 11,7 12,5
77 156 148,3 60,5 45,9 46,8
78 81 77,4 60,6 34,6 35,3
79 60 62,4 60,2 30,9 30,3
80 128 149,9 162,7 70,5 68,1
81 178 176,6 167,6 73,6 73,7
82 32 26,3 148,9 37,9 41,3
83 698 775,2 830,9 97,8 97,6
84 19 16,6 37,9 9,5 10,4
85 262 300,8 275,7 87,3 86,2
86 19 12,8 50,3 10,4 13,5
87 25 19,9 58,6 15,9 18,2
88 120 112 48,5 35,5 36,6
89 18 14,1 50,5 11,2 13,1
90 18 15,1 49,6 11,5 12,9
91 12 9,3 36,8 6,3 7,4
92 32 29,1 140,9 38,3 40,0
93 18 10,4 48,7 8,8 12,6
94 76 57,7 29,9 17,0 20,0
95 23 23 45,7 13,9 13,9
96 244 246,3 384,2 89,4 89,3
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97 169 162,2 1208 95,3 95,5
98 139 152,2 404,4 86,2 85,4
99 96 90,9 195,6 66,8 67,7
100 1250 1297,6 660 98,0 98,0
101 688 774,2 7176,3 99,8 99,7
102 18 13,2 49,8 10,6 12,9
103 82 75,7 78,6 40,5 41,9
104 13 9,9 39,3 7,0 8,4
105 273 265,8 115,8 71,9 72,3
106 7 4,8 57,4 6,1 7,9
107 11 7,7 45 6,7 8,5
108 791 874,3 1515 89,0 88,2
109 22 14,3 354 8,1 10,7
110 310 371,3 724,2 95,6 95,1
111 584 633,5 37,8 60,1 58,7
112 46 37,1 131 40,7 44,6
113 65 71,2 837,9 88,4 87,7
114 66 76,7 597,7 85,0 83,6
115 27 18,5 63 16,2 20,3
116 9 5 35,6 3,9 59
117 17 12,7 73,5 14,7 17,6
118 14 10,8 47,7 8,9 10,5

Preglednica VIII: Kontrolne vrednosti tumorskega oznacevalca HEA4.

KONTROLA NIZKA SREDNJA VISOKA
HE 4 35-65 kU/L |122,5-227,5 kU/L | 490-910 kU/L

1 53,1 186,3 697,8
2 51,8 178,6 704,1
3 51,6 181,5 700,4
4 51,7 169 698,4
5 52,8 173,8 714

6 51,3 178,5 717,2
7 50,2 186,4 720,4
8 53,3 182,1 714,4
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Preglednica IX: Kontrolne vrednost tumorskega ozancevalca CA 125.

KONTROLA NIZKA SREDNJA VISOKA
CA 125 28-52 kU/L | 210-390 kU/L | 455-845 kU/L
1 39,7 306,3 633,3
2 39,6 306,2 641,2
3 37,9 302,4 660,6
4 39,3 298,9 655,4
5 40,7 306,7 667,9
6 37,3 309,5 633,6
7 36,4 300,6 667,8
8 36,8 304,3 689,4
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