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SEZNAM OKRAJSAV

Ao protitelo

ADMA ...t asimetri¢ni dimetilarginin

Ao antigen

ALT oo alanin aminotransferaza

AST oo, aspartat aminotransferaza

ELISA...ooiiiieeeeeee encimsko imunski testi na trdnem nosilcu (enzyme-linked immunosorbent assay)
FIt-1 oo fms-sorodna tirozin kinaza (fms like tyrosin kinase 1)

HELLP sindrom ................. sindrom, za katerega je znacilna hemoliza, zviSani jetrni encimi

in trombocitopenija (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelets)

hPGH.....coveviiieiieiieiee humani placentarni rastni hormon

ICAM ..o intracelularna adhezijska molekula

IGF oo, inzulinu podoben rastni faktor

IL-1, L6 interlevkin 1 in 6

KV e, koeficient variacije
LDH..ooooioiieieieieeeeee laktat dehidrogenaza

NNV e negativne napovedne vrednosti

NO e dusikov oksid

PAPP-A .o z nose¢nostjo povezan plazemski protein A
PIGF ..o, placentarni rastni dejavnik

PNV e, pozitivne napovedne vrednosti

PP-13 ., placentarni protein 13

SD it standardni odklon
SENG.coiiieie topni endoglin

SFIt-1 oo topna fms-sorodna tirozin kinaza, imenovana tudi VEGFR-1

(soluble fms like tyrosin kinase 1)

TGF Bl o transformacijski rastni dejavnik 1
VCAM...oooiiiitiiieeee vaskularna adhezijska molekula
VEGF ....coiiiiiininincnee, vaskularni endotelijski rastni dejavnik
VEGFR-1 oo receptor za VEGF 1

VEGFR-2 ... receptor za VEGF 2
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POVZETEK

Preeklampsija je zaplet v nosecnosti, povezan s hipertenzijo in proteinurijo po 20. tednu
nosecnosti. Predstavlja pogost vzrok smrti tako za mater kot za plod. Vzrok za nastanek
preeklampsije je motnja v razvoju posteljice, katere posledica je znizan uteroplacentarni
pretok. Natan¢nej$i mehanizem nastanka bolezni Se ni popolnoma razjasnjen, vendar
novejSe Studije domnevajo, da zaradi okvare zilnega endotelija za razliko od normalne
nosecnosti ne pride do poveCanja spiralne arterije v placenti. Posledica je placentarna
ishemija. Preeklampsija je opisana kot stanje neravnovesja med pro-angiogenimi in anti-
angiogenimi dejavniki. Glavna dejavnika pro-angiogeneze sta placentarni rastni dejavnik
(PIGF) in vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGF), katerih koncentraciji se pri

normalni placentaciji v krvi zvisata.

Razvoj na tem podrocju poteka v smeri ¢im zgodnejSe diagnostike, ucinkovitega
zdravljenja in preventive. Na podro¢ju biokemije z razvojem imunokemijskih metod

potekajo raziskave v smeri odkrivanja novih biokemi¢nih oznacevalcev.

Namen naloge je bil 88 nose¢nicam dolociti PIGF z dvema razli¢nima testoma, Quantikine
in DRG PIGF ELISA, ki temeljita na ELISA principu, ju ovrednotiti ter medsebojno
primerjati. S pomocjo nasih rezultatov in klini¢nih podatkov na SirSem vzorcu (n=527) smo

s testom Quantikine ugotavljali klini¢ni pomen doloc¢anja PIGF pri preeklampsiji.

Ugotovili smo, da sta si oba testa po analitskih znacilnostih zelo podobna. Kljub temu pa je
bil korelacijski koeficient v obmocju kliniéno pomembnih vrednosti 0,367 (p<a), kar kaze
na Sibko pozitivno povezavo med testoma. Povprecne vrednosti PIGF, dolocene s testom
Quantikine (23,0 ng/L), so bile v pri nose¢nicah, ki so razvile preeklampsijo, v povprecju
za priblizno polovico niZje kot v skupini zdravih nosecnic (55,9 ng/L). Na podlagi analize
vzorcev nosecnic s preeklampsijo in upostevanja znanih referen¢nih vrednosti smo dolocili
prazno vrednost pri 35,7 ng/L. Pri testu Quantikine smo izracunali diagnosti¢no
obcutljivost 87,5% in diagnosti¢no specificnost 69,4%. Pri DRG PIGF ELISA testu je
diagnosticna specifi¢nost veliko boljSa, medtem ko imata oba testa diagnosticno
obcutljivost precej podobno. Pri obeh testih so bile dolo¢ene visoke negativne napovedne
vrednosti (NNV) (Quantikine 99,7% in DRG PIGF ELISA 97,8%), pozitivne napovedne
vrednosti (PNV) pa pri obeh zelo nizke, zato je smiselno istocasno dolociti tudi druge
biokemijske oznacevalce (s-Flt-1, sEng) in jih interpretirati skupaj, saj bi s tem zvisali

njihovo klini¢no uporabnost.



1. UVOD

Preeklampsija je zaplet v noseCnosti in je eden vodilnih vzrokov maternalnih in
neonatalnih smrti. Vzrok bolezni do danes Se ni popolnoma razjasnjen, prav tako ni znano,
kako bolezen preprec¢imo. Z zgodnjim napovedovanjem in odkrivanjem bolezni s pomocjo
novejSih biokemicnih oznacevalcev bi lahko bistveno pripomogli k ¢im hitrejSemu

ukrepanju in s tem manjSemu tveganju za smrt matere ali ploda (1).

1.1. Nosecnost in razvoj posteljice

Nosecnost je obdobje od oploditve jajceca do poroda otroka in traja normalno od 37-40

tednov. Glede na razvoj ploda jo razdelimo na trimesecja.

Prvo trimesec¢je je pomembno za razvoj osnov vseh plodovih sistemov. V tem obdobju
imajo Skodljivi dejavniki najvec¢ji vpliv. Priblizno v 12. tednu se dokoncno razvije
posteljica ali placenta. Posteljica raste tudi pozneje z rastjo ploda, vendar se njena struktura

ne spreminja vec.

V drugem trimesecju plod hitro raste in je vedno dejavnejSi. Dozorevajo vsi notranji

organi. V tem obdobju lahko z ultrazvokom ocenjujemo vse organske sisteme ploda.

V tretjem trimesecju plod pridobiva na telesni tezi. V tem casu opazujemo, v kakSnem
stanju je plod, ocenjujemo njegovo rast in morebiten zastoj v razvoju. Od tega je odvisno,

ali je potrebno pred¢asno inducirati porod (2).

Posteljica je kljuna za prezivetje ploda. Nastajati zacne zelo zgodaj po zanositvi iz
plodovega in materinega tkiva na mestu vgnezditve. Blastocista peti dan po oploditvi
pripotuje v materni¢no votlino in ko se pritrdi na povrSino endometrija, se pri¢nejo celice
trofoblasta na mestu stika z maternicno sluznico intenzivno deliti. Nastane
sinciciotrofoblast ter celice pod njim (citotrofoblast), ki ohranijo plazemsko membrano.
Blastocista prodira globlje v sluznico maternice. Za uspeSno vgnezditev je potrebno
usklajeno delovanje med materni¢no sluznico in trofoblastom. V zgodnjem obdobju
razvoja se hranilne snovi med materjo in zarodkom izmenjujejo z difuzijo, ko pa zarodek

intenzivno raste, tovrstna izmenjava snovi ne zadostuje. Vzpostaviti se mora



uteroplacentarni krvni obtok, ki bo omogocal tako prehranjevanje zarodka kot tudi
odstranjevanje odpadnih snovi. Deveti dan po oploditvi se v sinciciotrofoblastu pricenjajo
tvoriti prostori (lakune), v katere se vlivajo krvne Zzile endometrija in jih zapolnijo z
materino krvjo. Enajsti dan deleCe se celice citotrofoblasta vdirajo v sinciciotrofoblast in
tvorijo primarne resice. Ko se 16. dan razvoja vraS€a ekstraembrionalni mezoderm med
celice citotrofoblasta, nastanejo sekundarne resice. Konec tretjega tedna se v
ekstraembrionalnem mezodermu sekundarnih resic oblikujejo krvne Zile, ki se povezejo s
krvnim obtokom v zarodku in vzpostavijo uteroplacentarni krvni obtok. Ko se v resicah
razvijejo krvne zile, govorimo o terciarnih resicah. Razvejane resice mocno povecajo
povrsino, skozi katero poteka izmenjava snovi, tako da ta znasa pred porodom tudi do
10m*>. Poleg tega povrino povetajo tudi Stevilni mikrovilusi na povrsini

sinciciotrofoblasta, ki pokriva resice (Slika 1) (3).
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Slika 1: Prerez placente

V novejSem casu Se posebej opazujejo eno od oblik trofoblasta, t.i. intermediarni invazivni
trofoblast, ker naj bi imel po zadnjih dognanjih pomembno vlogo v povefanju
uteroplacentarnega pretoka med nosecnostjo, saj s preoblikovanjem materinih spiralnih
arterij olajSa pritok krvi vanje. Za normalen potek nosecnosti je klju¢na tudi regulacija
vdora intermediarnega invazivnega trofoblasta v stromo endometrija. Ob neravnotezju v

trofoblastnem vdoru ali pri procesu decidualizacije pride do zapletov v nosec¢nosti, od



katerih so podrobneje predstavljena nova dognanja v etiopatogenezi preeklampsije in

gestacijske trofoblastne bolezni (4,5).

Posteljico oskrbuje s krvjo priblizno 100 spiralnih arterij, ki vstopajo v intervilusne
prostore. Materina kri vstopa v intervilusne prostore pod nizkim tlakom (priblizno 10 mm
Hg), ki zadosCa, da oksigenirana kri preide iz resic v intervilusne prostore. Priblizno 150

mL krvi se izmenja 3-krat do 4-krat v minuti (5).

Vez med plodom in posteljico predstavlja popkovnica. Oblikuje se v petem tednu
nosecnosti z namenom, da se zavarujejo krvne zile, ki potekajo med plodom in posteljico.
Svojo funkcijo nato opravlja vse do rojstva. Oviran pretok krvi skozi popkovnico lahko

pred rojstvom resno ogrozi plod (3).

Naloga posteljice je, da skrbi za izmenjavo hranil in plinov, odstranjuje odpadne produkte
zarodkove presnove, sluzi kot delna zasCita pred nevarnimi snovmi, ki krozijo po
materinem krvnem obtoku, in sprosca hormone, ki vzdrzujejo nosecnost. Posteljica $¢iti
plod pred mikroorganizmi in Skodljivimi snovmi ter pred imunskim sistemom matere.
Nekatere kemicne snovi ali mikroorganizmi lahko vseeno preidejo skozi placento in

povzrocijo okuzbe ploda ali prirojene anomalije (2, 6).

1.2. Zapleti v noseénosti, povezani s hipertenzijo

Hipertenzivne bolezni v nosecnosti so pestra skupina bolezni, ki so pomemben vzrok
umrljivosti mater in novorojenckov. Hipertenzijo v nose¢nosti ima od 12-22% nosecnic.
Pri nekaterih je prisotna ze pred nosecnostjo in je opredeljena kot kroni¢na hipertenzija,
pri drugih pa se pojavi le med nose¢nostjo. Takrat govorimo o gestacijski hipertenziji. Pri
gestacijski hipertenziji se povisan krvni tlak (sistoli¢ni > 140 mm Hg in diastoli¢ni > 90
mm Hg), ki je bil pred tem normalen, prvi¢ opazi po 20. tednu nosecnosti. Proteinurija ni
prisotna. Pri preeklampsiji se poleg zviSanega krvnega tlaka, znacCilnega za gestacijsko

hipertenzijo, isto¢asno pojavijo tudi proteini v urinu (7, 8).

1.21. Preeklampsija

Preeklampsija je vecCsistemsko obolenje v nose€nosti, karakterizirano s hipertenzijo in

proteinurijo po 20. tednu nosecnosti. Zaradi nezadostnega krvnega pretoka posteljice pride



do endotelijske disfunkcije, ki vodi do vazokonstrikcije in agregacije trombocitov. Pojavi
se v 3-5% vseh nosecnosti na svetu in je tako eden ve¢jih zdravstvenih problemov, od tega

se jih 15% konca s prezgodnjim porodom, 18% pa s smrtjo matere (9).

Definicija

Preeklampsija je opredeljena kot novo nastala hipertenzija, pri kateri pride do povisanja
sistoliénega krvnega tlaka > 140 mm Hg in/ali diastolicnega krvnega tlaka > 90 mm Hg v
zadnjih 4 urah ter z novim pojavom proteinurije. Vrednost proteinov v urinu je > 300
mg/24ur oz. vrednost reagencnega traku > 2. Pri hudi preeklampsiji, ko je sistoli¢ni krvni
tlak >160 mm Hg in diastoli¢ni > 110 mm Hg, lahko pride do pojava eklampsije, za katero
so znacilni generalizirani kr¢i, ki lahko privedejo do izgube zavesti. Prisotni so glavobol,
motnje vida, zmanjSano izlo¢anje urina ter edemi. Eklampsija se lahko pojavi pred
porodom, med porodom ali 48 ur do 23 dni po porodu. Pri hudi preeklampsiji lahko pride
do dodatnega zapleta t.i. HELLP sindroma (hemolysis, elevated liver enzymes, low
platelets). Kaze se s slabokrvnostjo zaradi pospeSenega propadanja eritrocitov, zviSanimi

vrednostmi bilirubina in jetrnih encimov ter trombocitopenijo (8, 10).

Vzroki nastanka

Vzrok za nastanek preeklampsije Se ni povsem znan. V vecini primerov gre za motnjo v
razvoju posteljice, pri ¢emer se sproscajo razlicne kemicne snovi, ki povzrocijo okvaro
zilnega endotelija - sloja celic, ki pokriva notranjo stran zil v telesu nose¢nice. Natancnejsi

mehanizmi nastanka preeklampsije so Se v fazi raziskovanja (9, 11).

Dejavniki tveganja

Znani so nekateri rizicni dejavniki, ki pomagajo pri nastanku preeklampsije. Vecje
tveganje je pri prvi nose¢nosti, vecplodni nosecnosti, pri pozitivni druzinski anamnezi,
predhodni preeklampsiji, kroni¢ni hipertenziji, diabetesu, povecanemu indeksu telesne
mase, hiperkoagulabilnosti, jetrnih boleznih, starosti nad 35 let, antifosfolipidnem

sindromu, sréno zilnih boleznih v druzini in pri nekaterih drugih boleznih (1, 9, 12).
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Klini¢ni znaki

Osnovna klinicna znaka sta hipertenzija in proteinurija, ki tudi definirata bolezen.
Posledi¢no se pojavijo edemi obraza in udov, znizana hitrost glomerulne filtracije (GFR)
ter oligurija in anurija, ki sta znacilni pri hudi obliki preeklampsije. V hematoloski krvni
sliki lahko zasledimo trombocitopenijo (pod 100 x 10°/L), hemolizo in hemokoncentracijo.
Prisotne so tudi nepravilnosti koagulacijskega sistema: spremembe v koagulacijski kaskadi
in fibrinolizi. Zaradi poslabSevanja stanja se zafnejo zviSevati tudi vrednosti jetrnih

encimov.

Pojavljajo se glavoboli, zamegljen vid, kr¢i, lahko tudi petehije, vaskulopatije ter

ishemic¢ne poskodbe mozganov (13).

Posledice preeklampsije

Pri materi lahko pride do pojava krcev, ledvi¢nih obolenj, plju¢nega edema, sréne kapi,
mozganskih krvavitev in smrti. Huda preeklampsija lahko povzro¢i odpoved organov. Plod
najveckrat utrpi zastoj v rasti (IUGR), ker je oskrba ploda okrnjena. Prezgodnji porod je

lahko vzrok plodove smrti. Povecano je tveganje za perinatalno smrt (7, 14).

1.2.2. NovejSe teorije nastanka preeklampsije

Etioloski dejavniki Se niso povsem znani, vendar dokazi vkljucujejo genetske, imunske,
angiogene in druge mehanizme. Dolgo so verjeli, da je preeklampsija povezana z enim ali
ve¢ geni. Pri Studiji na brejih podganah, katerim so vbrizgali topni sFlt-1, so zaznali
hipertenzijo, proteinurijo in glomerulno endoteliozo, ki so znacilni znaki za preeklampsijo.
To odkritje je privedlo do velikega Stevila nadaljnjih Studij, ki so se osredotoCile na

angiogenezo placente (1, 15).

Eden pomembnejsih vzrokov preeklampsije je nenormalna placentacija. Izmenjava kisika
in odpadnih snovi med materjo in plodom je odvisna od ustrezne perfuzije posteljice. Pri
zenskah, pri katerih se je razvila preeklampsija, so ugotovili, da se je uteroplacentarni tok
zmanjSal na 50-70%. Pri normalnem razvoju posteljice invazivni fetalni citotrofoblast
poveca premer materine spiralne arterije, kar omogoca zadosten pretok krvi skozi placento

in s tem zadovoljivo oskrbo ploda. Pri preeklampsiji zaradi epitelijskega fenotipa ne pride
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do citotrofoblastne diferenciacije in premer spiralne arterije ostane ozek. S tem je pretok

zmanjSan, kar privede do placentarne ishemije (Slika 2).

Pri normalni placentaciji invazivni citotrofoblast fetalnega izvora napade materine spirale
arterije ter povzroc€i transformacijo tako, da se poveca njihova kapaciteta. Tak$ne spiralne

arterije lahko zagotavljajo zadostno perfuzijo posteljice in rast ploda (1, 15).
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Slika 2: Normalna in nenormalna placentacija pri preeklampsiji (15)

Preeklampsija je opisana kot stanje neravnovesja med pro-angiogenimi in anti-angiogenimi
dejavniki. Glavni dejavniki, ki spodbujajo angiogenezo, spadajo v druZino vaskularnih
endotelijskih rastnih dejavnikov (VEGF), kot sta VEGF-A in PIGF. Glavni zaviralec
angiogeneze, ki ga najdemo v posteljici, je sFlt-1. Kadar se ta pojavi v obtoku, se veze na
VEGTF in PIGF in prepreci vezavo le teh na receptor na povrsini celice. Predpostavili so, da

zviSane koncentracije sFlt-1 v serumu matere povzrocijo preeklampsijo, vendar Se vedno ni
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znano, kaj je vzrok in kaj je posledica oz. ali je placentarna hipoksija vzrok za povisanje

sFlt-1 ali obratno.

In vitro $tudija, pri kateri so pri bolnicah s preeklampsijo izolirali trofoblast, kaze, da
molekularne poti, ki urejajo psevdovaskularizacijo, vkljucujejo transkripcijske faktorje,
rastne dejavnike in citokine. Pozornost so Se posebej namenili VEGF in PIGF, ki imata
pomembno vlogo v angiogenezi, ker blokiranje njihove signalne poti zmanjSa
psevdovaskularizacijo. Generalizirana endotelijska disfunkcija prav tako povecuje tveganje
za preeklampsijo. Opisali so tudi vpliv vnetnih citokinov, ki poskodujejo materin endotelij
(16). Med njimi so rastni dejavniki in kemic¢ne snovi, kot npr. dejavnik tumorske nekroze-
a (TNF-a), interlevkin-6 (IL-6), IL-1, fas ligand, oksidirani lipidni produkti, neurokinin-B

in asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA), ki so se sprosc¢ali v placento pri preeklampsiji (17).

Studije molekule Flt-1, ki je membranski receptor, kazejo, da pride do cepitve molekule v
topni sFlt-1, ta pa na VEGF in PIGF deluje zaviralno. FIt-1 se od sFlt-1 razlikuje tako, da
ima na 7. domeni C terminalni del, ki prepreci vezavo na membrano. ZviSane koncentracije
sFlt-1 v serumu mater so sovpadale z znizanimi vrednostmi VEGF in PIGF v serumu mater
s preeklampsijo (Slika 3). Pomanjkanje PIGF onemogoci placentacijo in stimulira

endotelijsko disfunkcijo, kar vodi v vazokonstrikcijo in koagulopatijo (18).

Vrednosti sFlt-1, VEGF in PIGF so merili ves ¢as nosecnosti ter opazili zviSane vrednosti
sFlt-1 priblizno 5 tednov pred nastopom preeklampsije. Srednje vrednosti serumskih
koncentracij sFlt-1 so pri nose¢nicah, ki so razvile preeklampsijo, znaSale 4.382 ng/L, v
kontrolni skupini zdravih nose¢nic pa je bila srednja vrednost 1.643 ng/L. Pri PIGF so
opazili znatno zniZane vrednosti v 13. do 16. tednu nosecnosti pri tistih, ki so pozneje

razvile preeklampsijo. Srednja serumska vrednost je znaSala 142 ng/L (17).

. e plazemska
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Slika 3: Proteinska struktura Flt-1 in sFlt-1 (18)
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Na sliki 4 vidimo, kako topna molekula sFlt-1 veze proste molekule VEGF in PIGF in s
tem onemogoci vezavo le teh na membranski receptor na endotelijskih celicah. To se kaze
z endotelijsko disfunkcijo, vkljucno z zniZanimi koncentracijami prostaciklina, duSikovega
oksida (NO) in sproscanjem proantikoagulantnih beljakovin, kot so von Willebrandov
faktor, endotelin, celi¢ni fibronektin in trombomodulin. Ti faktorji povzrocijo
vazokonstrikcijo, ki je znacilna za preeklampsijo. Zaradi zviSane koncentracije dejavnika

sFlt-1 dejavnika VEGF in PIGF ne moreta opraviti svoje angiogenetske oz. rastne funkcije

placente (18).
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Slika 4: Vezava PIGF in VEGF na endotelij (18)

Vpliv endotelijskih dejavnikov in njihovih inhibitorjev na preeklampsijo

Endotelijski dejavniki, kot so prostaglandini in NO, so bili predlagani kot mediator;ji
gestacijsko renalne vazodilatacije in hiperfiltacije. Prostaglandini v nosec¢nosti zvisajo
hitrost glomerulne filtracije. NO v nosecnosti prispeva k sistemski vazodilataciji matere ter
regulira materin in fetoplacentarni pretok krvi. Pomanjkanje NO vodi do hipertenzije v
nosecnosti, kar povzro€i preeklampsijo. NO tezko merimo, ker ima zelo kratko razpolovno
dobo in je izjemno kratek ¢as v krvnem obtoku. Produkcijo NO, ki je vazodilatator,
inhibira ADMA, ki ga lahko uporabimo kot oznacevalec endotelijske disfunkcije. NO

vpliva tudi na druge sisteme, npr. inhibira agregacijo trombocitov in adhezijo monocitov,
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spodbuja sproScanje superoksidnega radikala, oksidacijo LDL ter proliferacijo

gladkomiSi¢nih celic (19).

Oksidativni stres in njegova vloga v preeklampsiji

Povisanje reaktivnih kisikovih spojin je lahko rezultat endotelijske disfunkcije in
posledi¢no preeklampsije. Zarodek in fetalne celice so zaradi obsezne delitve Se posebej
obcutljive na oksidativni stres zaradi podvojevanja DNA. Placentarni sinciciotrofoblast je
izpostavljen visokim koncentracijam kisika. V zgodnji nosecnosti posteljica vsebuje zelo
malo antioksidativnih encimov (20). Povecan oksidativni stres se kaze s povecano tvorbo
radikalov in s tem z vecjim tveganjem za preeklampsijo. Zdravljenje z vitaminom C kot
antioksidantom se ni izkazalo za ucinkovito. Nekateri citokini prispevajo k endotelijski
disfunkeciji s povecano produkcijo reaktivnih kisikovih intermediatov, kot sta superoksidni

radikal (O;") in vodikov peroksid (17).

Nitritni stres

Nitriranje proteinov je kovalentna sprememba, ki lahko povzroCi izgubo proteinske
funkcije ali pridobljeno novo proteinsko funkcijo. Najvecjo skodo za ozilje povzroci, ko
NO preide v peroksinitrit (ONOQ"). Ta spremeni klju¢no funkcijo Zilnih beljakovin, kot sta

prostaciklin sintetaza in ciklooksigenaza.

Novejsa dognanja tako kazejo, da poveCan oksidativni in nitritni stres v sami placenti
povzrocata spremembe zilni funkciji. Eti¢na vprasanja omejujejo izvesti Studije, kjer bi

proucili spremembe v placenti (20, 21).

1.2.3. Napovedovanje in diagnostika preeklampsije

Zaradi hudih zapletov, do katerih lahko pride pri razvoju preeklampsije, je zelo pomembna
zgodnja diagnostika in zdravljenje bolezni. Zaenkrat Se nimamo univerzalne preiskave oz.
biokemi¢nega oznacevalca, ki bi z gotovostjo napovedala ali potrdila bolezen, zato glede

na klini¢ne znake izvedejo ve€ razli¢nih ultrazvoc¢nih in laboratorijskih preiskav.

Ultrazvocna preiskava

Z Dopplerjevo metodo lahko med 20. in 24. tednom nosecnosti merimo pretok krvi v

maternini arteriji in napovemo kasnejSi razvoj preeklampsije. Pri preeklampsiji je
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vraS€anje trofoblasta moteno, posledica pa je povecan upor v spiralnih arterijah in zilah, ki
jih napajajo. Opazimo upocasnitev pretoka v zacetku diastole, niZje hitrosti pretokov in
poviSane vrednosti kazalcev pretoka. Z ultrazvocno analizo pretoka krvi v materni¢ni
arteriji lahko preeklampsijo napovemo dokaj pozno, ko preprecevanje bolezni ni ve¢ tako
ucinkovito. Metoda je tudi klini¢no slabo uporabna, ker ima nizko obcutljivost in nizko

pozitivno napovedno vrednost (8, 22).

Laboratorijski testi

V diagnostiki preeklampsije in zapletov uporabljamo nekatere laboratorijske parametre, ki
se posredno spremenijo zaradi bolezni, vendar z njimi bolezni ne moremo napovedati.

Kazejo na resnost bolezni oz. poslabsanje stanja (Preglednica 1) (9).

Preglednica 1: Laboratorijski testi pri nose¢nicah s hipertenzijo ali sumom na

preeklampsijo (9)

Parameter Vrednosti Vzrok
. hemokoncentracija
S-Hemoglobin zviSane ) !
resnost bolezni
S-Trombociti znizane pod 100 x 10°/L zveCana poraba
S-Zelezo zvisane hemoliza
S-Transferin znizane hemoliza
. jetrna disfunkcija
S-AST in S-ALT zvidane Jetina CISTURRel:
poslabsanje stanja
. hemoliza
S-LDH zvisane . . ..
jetrna disfunkcija
S-Bilirubin zviSane hemoliza
S-Urat Zvisane patolo§ke spremembe
v ledvicah
S-Kreatinin zviSane resnost bolezni
U-Proteini zvi$ani nad 1 (reagencni trak) hipertenzija
zviSane:
dU-Proteini > 2 g/dan — nadzor hipertenzija

> 3 g/dan — induciran porod

Opisane so tudi spremembe v koncentracijah koagulacijskih faktorjev, ki so vefinoma
prisotne pri HELLP sindromu. Zaradi aktivacije koagulacijske kaskade se zvisa

koncentracija fibrina, fibronektina in tromboksana A2. Prostaciklin in NO sta znizana (12).
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Biokemic¢ni oznaéevalci

Z novejSimi dognanji in natan¢nejSim razumevanjem mehanizmov v organizmu ter
razvojem novih obcutljivih in specificnih metod so odkrili in Se vedno odkrivajo

posamezne proteine in druge mediatorje, ki so povezani s preeklampsijo in eklampsijo.

Najpomembnejsi biokemicni oznacevalci so VEGF, PIGF, sFlt-1, sEng in razmerje med
sF1t-1/PIGF, vendar imajo vecjo klini¢no uporabnost, ¢e jih dolo€amo isto¢asno. Obstajajo
Se drugi dejavniki, ki so povezani s preeklampsijo, npr. humani placentarni rastni hormon
(hPGH), tumor nekrotizirajoci faktor (TNF-f), z nosecnostjo povezan plazemski protein A
(PAPP-A), ADMA, inzulinu podoben rastni faktor (IGF), intracelularna adhezijska
molekula (ICAM), vaskularna adhezijska molekula (VCAM), placentarni protein 13 (PP-
13), izoprostan, inhibin A, aktivin A in avtoprotitelesa proti tipu angiotenzina II 1 (AT1)

receptorja (10).

Idealen biokemi¢ni oznacevalec naj bi bil enostaven, neinvaziven, primeren za diagnostiko
v zgodnji nosecnosti, visoko obcutljiv in z visoko pozitivno diagnosticno napovedno

vrednostjo (9).

1.2.4. Zdravljenje preeklampsije

Ucinkovitega zdravljenja pri preeklampsiji Se ne poznamo, saj $e vedno ni povsem poznan
sam mehanizem bolezni. Zdravljenje je simptomatsko, s tem prepre¢imo zaplete pri materi
in plodu. MozZnosti zdravljenja so omejene tudi zaradi tveganja za plod. Pri nosecnicah s
hipertenzijo in blago preeklampsijo je potrebno spremljati klini¢ne znake, krvni tlak,
laboratorijske parametre ter simptome stiske fetusa. S tem ugotavljajo morebitno

poslabsanje bolezni (23).

Najucinkovitejsa terapija je porod, ¢e ima otrok dobro moznost prezivetja, mati pa pri tem
ni izpostavljena prevelikemu tveganju. Za prepreCevanje bolezni se lahko uporablja nizke
odmerke acetilsalicilne kisline, ker je pri preeklampsiji znizana tvorba prostaciklina in
zviSana tvorba tromboksana. Visoke odmerke vitamina C in E dodajajo zaradi

preprecevanja oksidativnih procesov, znacilnih za preeklampsijo.

Magnezijev sulfat (MgSQO4) se uporablja za zmanjSevanje pojavnosti epilepticnih napadov

pri eklampsiji in hudi preeklampsiji. Parenteralna aplikacija je potrebna Se 24 ur po porodu
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0z. 24 ur po zadnjem napadu. Ves Cas terapije je potrebno bolnice skrbno spremljati zaradi

toksicnosti magnezija ter vpliva na jetrno in ledvi¢no funkcijo (24).

Pri zdravljenju akutnih zapletov je pomembno znizevanje krvnega tlaka za preprecevanje
hipertenzivne encefalopatije in cerebralne krvavitve. Bolnicam aplicirajo hidralazin,
labetalol ali nifedipin. Pri blagi in zmerni hipertenziji uporabljajo metildopo, labetalol in

blokatorje Ca-kanalckov (25).

Nosecnice s preeklampsijo je potrebno spremljati tudi po porodu, ker imajo vecje tveganje
za sréno zilne bolezni, mozgansko kap in mikroalbuminurijo. Mozen je tudi pojav

plju¢nega edema (9, 10).

1.3. Placentarni rastni dejavnik (PIGF)

PIGF so prvi¢ izolirali iz humane posteljice. Izraza se predvsem v vilusih citotrofoblasta in
sincicotrofoblasta, ki imata pomembno vlogo pri nastanku placente. Poleg tega se PIGF
izraza tudi v endotelijskih celicah, naravnih celicah ubijalkah, celicah kostnega mozga in v
keratinocitih. V novejSem casu so odkrili, da PIGF direktno stimulira proliferacijo in

migracijo tumorskih celic, sodeluje pa tudi pri celjenju ran (26).

1.3.1. Splosne znacilnosti

PIGF je ¢lan druzine VEGF, saj sta si strukturno zelo podobna, ker imata 42% aminokislin
identi¢nih, ¢eprav sta funkcionalno razlicna. PIGF se nahaja v S§tirih oblikah: PIGF-1,
PIGF-2, PIGF-3 in PIGF-4, vendar prvi dve obliki prevladujeta. PIGF je majhen protein
(priblizno 30 kDa) in se izloca z urinom. PIGF se veze le na VEGFR-1. Vloga PIGF je
manj znana, vendar domnevajo, da sinergijsko krepi VEGF in povzroca angiogenezo.
Interakcijo med PIGF in receptorjem lahko inhibira sFIt-1, ki povzrofa endotelijsko

disfunkcijo (Preglednica 2) (26,27).
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Preglednica 2: Znacilnosti sFlt-1, PIGF in sEng (26)

sFit-1 PIGF sEng
Molekulska teza 100 kDa ~30 kDa ~65 kDa
Okrnjena oblika Clan VEGF druzine Okrnjena oblika
Karakteristike i VEGFR-1 endoglina
Aara teristi em Antagonist VEGF in Vezava na VEGFR-1 Poslabsa TGF-B1
bioloska funkcija . N . L
PIGF signalizacije signalizacijo
Anti-angiogen Pro-angiogen Anti-angiogen
Vrednosti pri . . .
zviSane zniZane zviSane
preeklampsiji

1.3.2. PIGF v vlogi kazalca preeklampsije

V normalni nosecnosti se pri¢nejo vrednosti PIGF v 8.-12. tednu nose¢nosti zvisSevati in v
29.-32. tednu dosezejo svoj vrh. Koncentracije PIGF se znizujejo od 33.-40. tedna
nosecnosti. Vrednosti PIGF so se pri Zenskah, ki so pozneje razvile preeklampsijo, v 13.-
16. tednu nosec¢nosti znacilno znizale glede na kontrolno skupino. Meta analiza desetih
Studij je pokazala, da se je PIGF znizal v drugem in tretjem trimesec¢ju nose¢nosti pri
zenskah s preeklampsijo. Spremembe vrednosti PIGF se zgodijo prej kot spremembe sFlt-

1, zato je PIGF bol;jsi biokemijski oznacevalec za napovedovanje preeklampsije (26).

Drug pomemben vidik je, da bi PIGF zaradi majhnosti molekule lahko dolocali tudi v
urinu. S presejalnim testom bi lahko zaznali znizane vrednosti PIGF v urinu, nato bi
naredili $e potrditven test v krvi. Vendar so vrednosti v urinu mo¢no odvisne od tega, kdaj

vzorec odvzamemo, zato se testi v diagnostiki niso uveljavili (28).

Pro in anti angiogeni dejavniki PIGF, VEGF, sFlt-1 in topni endoglin (sEng) so tesno
povezani med seboj. Povecana placentarna ekspresija sFlt-1 je istocasna znizanju PIGF in
VEGF, saj sFlt-1 zavira celi¢no signalizacijo. To vodi v hipoksijo posteljice, kar povzroca
dodatno proizvodnjo sFlt-1, kar pripelje v zacCaran krog, ki na koncu povzroci

preeklampsijo (29).

sFIt-1 je znan kot topni vaskularni endotelijski rastni dejavnik receptor-1 (VEGFR-1). V
skupini VEGF sta dva transmembranska receptorja: VEGFR-1, ki je bolj specifi¢en za
angiogenezo (imenovan Flt-1), in VEGFR-2. Koncentracije sFlt-1 so signifikantno visje pri

nosecnicah s preekampsijo kot pri normalni nose¢nosti (30, 31).
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Endoglin (180 kDa) je transmembranski glikoprotein, znan kot CD105. Kot homodimerni
koreceptor je moc¢no izrazen na membrani sinciciotrofoblasta in invazivnega
citotrofoblasta, na vaskularnih endotelijskih celicah, na monocitih in na krvotvornih
mati¢nih celicah. Ima klju¢no vlogo pri transformaciji rastnih dejavnikov. Topni endoglin
sEng je anti—angiogenezni dejavnik in prispeva k patogenezi preeklampsije. Dokazno je,
da je neravnovesje med dejavniki PIGF, sFlt-1, sEng in razmerje med sFlt-1 in PIGF

povezano z razvojem in stopnjo preeklampsije (26).

1.3.3. Doloéanje PIGF

Razvoj imunokemije in visoko obcutljivih imunokemijskih tehnik je omogocil doloc¢anje in
odkrivanje razli¢nih snovi v organizmu, bodisi proteinov, hormonov in zdravil v serumu ali
v tkivih. Nenehno se razvija Siroko podrocje serologije, ki proucuje protitelesa in njihove
reakcije z antigeni. Vezanje protitelesa (Ab) z antigenom (Ag) je temelj za Stevilne
imunske pojave. Visoka specificnost reakcij Ag-Ab je omogocila razvoj razliénih imunskih

testov, ki jih lahko uporabimo za dolocanje navzocnosti protiteles ali antigena.

Sile, ki delujejo pri vezanju antigena s protitelesom, so nekovalentne sile in vkljucujejo
vodikove vezi, ionske vezi, hidrofobne interakcije in Van der Waalsove sile. Jakost teh
vezi je Sibka, zato samo s tesnim stikom Ag-Ab nastane moc¢na vez, kar se kaze s

specifi¢nostjo (32).

Najbolj uporabljane metode za detekcijo antigenov in protiteles v medicinsko biokemic¢nih
laboratorijih so difuzijsko precipitacijske metode, aglutinacijske metode, elektroforezne
metode, radioimunske metode, encimsko imunske metode na trdnem nosilcu,
imunofluorescentne metode, luminoimunoloske metode, fizikalne metode (nefelometrija,

turbidimetrija) in kromatografske metode.

Cela vrsta metod, ki se razlikujejo po obcutljivosti, specifi¢nosti, enostavnosti izvedbe ali
ceni, nam daje Siroke moznosti izbora ustrezne metode za analit, ki ga zelimo dolocati.
Vsekakor pa moramo pri izboru dobro poznati lastnosti analita ter moznosti, ki nam jih

ponujajo posamezne metode.

Nizke koncentracije proteinov lahko dolo¢amo z radioimunskimi metodami, encimsko
imunskimi metodami, imunofluorescentnimi metodami, luminoimunoloSkimi metodami ter

imuno elektrokemiluminescenco.
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Za dolocanje PIGF so razvili encimsko imunske metode (ELISA) in metode, ki temeljijo

na imunoelektrokemiluminescenci (ECLIA).

Pri ELISA testih protitelesa, konjugirana z encimom (hrenova peroksidaza, alkalna
fosfataza...), reagirajo s substratom. Nastane obarvan produkt, katerega absorbanco
merimo. Obstajajo razlicne izvedbe glede na to, ali oznaCimo antigen ali protitelo. Razvili
so Stevilne variante ELISA testov, s katerimi lahko kvalitativno in kvantitativno dolo¢imo
protitelesa ali antigene. Pripravimo umeritveno krivuljo z znanimi koncentracijami
protiteles ali antigena, iz katere lahko razberemo koncentracijo v vzorcu. Za ELISA teste je
znacilno, da so visoko obcutljivi in specificni, v primerjavi z radioimunskimi metodami pa

so varnejsi in cenejsi (32).

Elektrokemiluminescenca (ECLIA Electrochemiluminescence immunoassay) je proces,
pri katerem sprozimo nastanek svetlobe z elektriénim signalom in se odvija na Stevilnih
molekulah, kot so spojine rutenija, osmija, renija... Z elektri¢no energijo vzbudimo
imunske komplekse (vklju¢no z ruteniumskim kompleksom), ki so pritrjeni na mikrodelce
s streptavidinskim plaS¢em. Iz stabilnih prekurzorjev na povrsini elektrode prihaja do
nastanka visoko reaktivnih spojin, ki med seboj reagirajo, pri tem pa nastane svetloba.
Kemiluminiscentna reakcija, ki vodi do emisije svetlobe, znacilne za rutenij, je sproZena
elektri¢no in poteka na povrSini platinaste elektrode. Koli¢ina nastale svetlobe je direktno
proporcionalna koncentraciji analita v vzorcu. Dolo¢imo jo s pomocjo kalibracijske
krivulje, ki je za instrument specificna, dobljena z 2- tockovno kalibracijo. Analiza traja

priblizno 18 minut (33).

Diagnosti¢ni postopki z ECLIA metodo se izvajajo na analizatorjih Elecsys, Cobas in

Modular analytics (Roche). Testi so validirani za diagnosti¢éne namene.

Na trzi$€u so se pojavili tudi testi za kvantitativno dolo¢anje PIGF v plazmi. Temeljijo na
principu imunofluorescence in se izvajajo na manj$ih prenosnih analizatorjih proizvajalca
Triage Alere ter so namenjeni tudi za POCT (point-of-care testing) testiranje. Z metodo
imunofluorescence lahko PIGF dolo€amo tudi na analizatorjih Delfia Xpress

(PerkinElmer) (34, 35).

Studije, ki so bile do sedaj izvedene na podrodju dolo¢anja PIGF v serumih noseénic s
sumom na preeklampsijo, poudarjajo smiselnost in ve¢jo klinicno uporabnost rezultatov, ¢e
dolo¢amo ve€ biokemic¢nih oznacevalcev hkrati (poleg PIGF §e sFlt-1 in sEng ter razmerja

med njimi) ter jih hkrati tudi interpretiramo, saj so odvisni drug od drugega.

21



1.3.4. Opredelitev parametrov vrednotenja metode in rezultatov

Natancnost je sposobnost metode, da nam poda ¢im bolj ponovljive rezultate. Dolo¢amo
jo lahko kot ponovljivost znotraj analize, kjer dolocamo variabilnost vrednosti paralelk
istega vzorca znotraj ene analize, ali kot medanalizno ponovljivost, kjer v ve¢ analizah
znotraj enega laboratorija vecCkrat testiramo iste referencne vzorce. Izrazamo jo kot
relativno standardno deviacijo oziroma kot koeficient variabilnosti (KV) v odstotkih.
Natancnost dolocene metode podaja sipanje rezultatov pri posameznih meritvah. Nanasa se
na velikost razlik med kvantitativnimi rezultati, ki jih dobimo s ponavljanjem poskusa na

istem vzorcu (36).

Meja zaznavanja ali meja detekcije je parameter, ki ima analitski pomen in je najmanjSa
koli¢ina merjene snovi, ki jo z metodo Se zanesljivo izmerimo ob upostevanju totalne

merilne napake (najnizja vrednost, ki znacilno odstopa od vrednosti ozadja).
Analizna specifi¢nost je sposobnost metode, da izmeri samo iskano snov v vzorcu (36).

Diagnosti¢na obc¢utljivost predstavlja delez bolnikov s preiskovano boleznijo, pri katerih
je rezultat testa pozitiven. Izrazamo jo v odstotkih, predstavlja pa verjetnost pozitivnega
izida testa pri osebah, pri katerih je bolezen prisotna. Vecja ko je diagnosti¢na obcutljivost

testa, manjSe je Stevilo lazno negativnih rezultatov (37).

Metoda je obcutljiva, kadar lahko z njo dobimo pozitiven rezultat in vzorec resni¢no
vsebuje merjeno sestavino. Ce v vzorcu, ki vsebuje dologeno sestavino, z neko metodo ne
izmerimo njene navzocnosti, pricakujemo pa, da jo vsebuje, pravimo, da smo dobili lazno
negativen rezultat. Vzroka za lazno negativen rezultat sta dva, bodisi metoda ne zazna
sestavine, ki je v vzorcu in je rezultat tudi analitsko napacen, bodisi je laZzno negativen
rezultat vezan na biolosko raznolikost in ne na samo metodo (bolnik dejansko nima

patoloskega parametra, ki ga pri¢akujemo in je rezultat z analitskega vidika pravilen) (36).

Diagnosti¢na specifi¢nost je definirana kot delez oseb, ki nimajo preiskovane bolezni in
pri katerih je rezultat testa negativen. Predstavlja delez resni¢no negativnih dogodkov, ki
smo jih pravilno ugotovili. V veliki meri je diagnosti¢na specificnost odvisna od prazne
vrednosti (ki je dogovorna vrednost) med zdravo in bolno populacijo, ki se v posameznih
lastnostih pogosto deloma prekrivata. Na prekrivanje vpliva tudi nenatan¢nost metode z
velikim sipanjem rezultatov, zato je za visoko klini¢no uporabnost rezultatov pomembno,

da izvajamo zanesljive teste z veliko natan¢nostjo.
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Pri doloc¢anju specifi¢nosti predvidevamo, da v vzorcu ni iskane sestavine. Ce s testom
dobimo pozitiven rezultat, je ta lazno pozitiven. Vecja ko je diagnosti¢na specifi¢nost testa,

manjse je Stevilo lazno pozitivnih rezultatov (36, 37).

Prevalenca je ena od mer, ki jih uporabljamo za merjenje pogostnosti neke bolezni v
populaciji. Pove nam, koliko posameznikov ima doloCeno bolezen ob doloenem cCasu

(36).

Napovedna vrednost zdruzuje diagnosti¢no obcutljivost in specificnost testa s prevalenco
dolo¢ene bolezni. Stevilo pravilno pozitivnih in lazno pozitivnih rezultatov je odvisno od
razSirjenosti bolezni v populaciji, diagnosti¢éne obcutljivosti ter diagnosti¢ne specifi¢nosti
testa. V primeru, ko je prevalenca bolezni majhna, je tudi napovedna vrednost pozitivnega
testnega izvida majhna. Tedaj tudi najbolj specificni in obcutljivi testi dajejo veliko Stevilo

lazno negativnih ali laZzno pozitivnih rezultatov.

Pozitivna napovedna vrednost (PNV) predstavlja verjetnost, da bi oseba, ki ima
pozitiven testni izvid, resni¢no imela bolezen. Izrazamo jo v odstotkih, pove nam odstotek

pravilnih pozitivnih rezultatov (36, 37).

Negativna napovedna vrednost (NNV) predstavlja verjetnost, da bi oseba, ki ima
negativen testni izvid, resni¢no ne bila bolna. Izrazamo jo v odstotkih, pove pa nam

odstotek pravilnih negativnih rezultatov (36, 37).

Prazna vrednost je najnizja smiselna koncentracija, ki Se ima klinicni pomen (36).
Predstavlja mejo med koli¢ino analita, ki je z doloCeno metodo zaznaven pri zdravi
populaciji, in znacilno povisano oz. zniZzano ravnjo analita pri bolnikih. Dolo¢itev prazne
vrednosti je klju¢nega pomena pri predstavitvi rezultatov testiranja vzorcev. Dolo¢imo jo
na osnovi kontrolne skupine. Rezultate testiranj obdelamo z ustrezno statisticno metodo, s
katero dolo¢imo prazno vrednost. Ce so vrednosti kontrolne skupine porazdeljene
normalno, lahko prazno vrednost doloc¢imo na podlagi srednje vrednosti + poljubno Stevilo
SD, sicer pa skusamo najti prag pri vrednostih, ki Se imajo klini¢ni pomen (npr. 1. oz. 99.

percentil ipd.).
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1.3.5. Referenc¢ne vrednosti PIGF in sFlt-1

Referenéne  vrednosti PIGF in sFlt-1 so bile dolocene z  metodo
imunoelektrokemiluminiscence (ECLIA) na analizatorju Elecsys (Preglednica 3,

Preglednica 4) (33).

Preglednica 3: Referencne vednosti PIGF po tednih nosecnosti (33, 38).

Tedni nosecnosti PIGF [ng/L] PIGF [ng/L]
srednja vrednost od 5 do 95 percentil

10. - 14. 62,8 29,4 - 183

15.-19. 135 65,7 - 203

20. -23. 265 125 - 541
24.-28. 412 130-1.108
29.-33. 439 73,3 -1.108

34. - 36. 232 62,7-972

37. - rojstvo 161 52,3-138

Preglednica 4: Referencne vednosti sFlt-1 po tednih nosec¢nosti (33, 38)

Tedni noseénosti sFIt-1 [ng/L] sFIt-1 [ng/L]
srednja vrednost od 5 do 95 percentil

10. - 14. 1.445 555-2.361
15.-19. 1.459 470 - 2.785
20. - 23. 1.576 649 -2.944
24, -28. 1.449 630 - 3.890
29.-33. 1.934 707 - 6.688
34. - 36. 2.972 978 -9.921

37. - rojstvo 4.400 1.671-11.324
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2. NAMEN DELA

V prvem delu naSega raziskovalnega dela bomo 88 nose¢nicam izmerili koncentracije
placentarnega rastnega dejavnika z dvema razlicnima testoma, Quantikine in DRG PIGF
ELISA. Nas namen je primerjati obe izvedbi encimsko imunske metode za doloCanje
PIGF. Najprej bomo primerjali analitske znacilnosti obeh testov. Pri vsakem testu bomo
izracunali povpre¢no vrednost in standardni odklon ter ju primerjali. Pogledali bomo,
kaksna je porazdelitev vrednosti pri obeh testih. Na podlagi statisticne analize Zelimo
ugotoviti, kakSna je mo¢ povezave med testoma. S kriti€éno oceno Zelimo ugotoviti, kateri

test bi bil analitsko primernejsi za uporabo.

V drugem delu bomo izvedli statisticno analizo 527 vzorcev nosecnic, ki jim je bila
odvzeta kri tekom Studije. Vsem vzorcem je bil dolocen PIGF v serumu med 12.-14.
tednom nosecnosti s testom Quantikine. 1z pridobljenih klini¢nih podatkov o pojavu
preeklampsije pri nosecnicah bomo izracunali diagnosticno specificnost, diagnosti¢no
obcutljivost ter pozitivne in negativne napovedne vrednosti. Na osnovi teh podatkov bomo

ovrednotili klini¢no uporabnost rezultatov.
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3. MATERIALIIN METODE

3.1. Skupina preiskovank

V raziskavo je bilo vkljuenih 88 naklju¢no izbranih nosecnic, ki so jim odvzeli kri v
okviru presejalnega testiranja na Downov sindrom ter so podpisale izjavo, da se strinjajo,
da jim dolo¢imo tudi PIGF v serumu. Raziskava je potekala kot del Studije, ki jo je

odobrila Komisija republike Slovenije za medicinsko etiko.

V drugem delu naSe raziskave smo za statisticno analizo uporabili rezultate Studije, ki Ze
poteka, in sicer 527 serumskih vzorcev preiskovank, ki jim je bil dolo¢en PIGF s testom

Quantikine.

Vsi vzorci so bili zbrani na Ginekoloski kliniki v Ljubljani. Vsem preiskovankam je bila

kri odvzeta med 12. in 14. tednom nosec¢nosti. Starost preiskovank je bila od 21 do 44 let.

Z vsemi vzorci tekom analiz smo ravnali kot s potencialno kuznim materialom v skladu z

dobro laboratorijsko prakso.

3.2. Doloé€anje koncentracije PIGF s testom Quantikine®

Za dolocanje koncentracije PIGF smo uporabili test Quantikine®, Human PIGF
Immunoassay, proizvajalca R&D Systems. Test se uporablja za kvantitativno dolocanje
placentarnega rastnega dejavnika v supernatantu celi¢ne kulture, serumu, plazmi ali urinu.

Test je namenjen izklju¢no za raziskovalne namene (39).

3.2.1. Princip metode

Test temelji na encimsko imunski »sendvic« tehniki, kjer je osnova reakcija vezave
antigena in protitelesa. Specificna monoklonska protitelesa, ki so vezana na mikrotitrsko
ploscico, vezejo PIGF iz vzorca. Dodamo poliklonska protitelesa, ozna¢ena z encimom,
nato speremo, da se odstranijo nevezane komponente. Dodamo substrat, ki da z encimom
obarvan produkt, ter merimo intenziteto barve, ki je premosorazmerna koncentraciji PIGF

v vzorcu (39).
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3.2.2.

Reagenti in materiali

Test Quantikine, Human PIGF Immunoassay vsebuje:

1.

6
7.
8
9

10.
11.

mikrotitrska plos¢ica s 96 vdolbinicami, prevle¢enimi z mi§jimi monoklonskimi
protitelesi proti PIGF,

PIGF konjugat: poliklonska protitelesa proti PIGF konjugirana s hrenovo
peroksidazo,

PIGF standard: rekombinantni humani PIGF, liofiliziran,

assay diluent RD1-22: puferska raztopina proteinov,

kalibrator diluent RD5K: puferska raztopina proteinov, za supernatante celi¢nih
kultur,

kalibrator diluent RD6-11: puferska raztopina proteinov, za serum, plazmo in urin,

koncentrirani pufer za spiranje,

. barvni reagent A: stabiliziran vodikov peroksid,

. barvni reagent B: stabiliziran kromogen (tetrametilbenzidin),

stop reagent: 2 N zveplova kislina,

lepljivi trakovi.

Ostala oprema:

3.2.3.

analizator Personal Lab (ADALTIS),
kalibrirane pipete (Eppendorf) z nastavki,
redestilirana voda,

merilni valj,

epruvete za red¢enje standardnih raztopin.

Izbira ter ravnanje z vzorci

Proizvajalec navaja, da lahko za dolocanje PIGF s to metodo uporabimo supernatant

celicne kulture, serum, plazmo ali prvi jutranji vzorec urina. Vse vzorce moramo po

centrifugiranju takoj zamrzniti na -20°C. Pri vzorcu plazme lahko kot antikoagulant

uporabimo EDTA, heparin ali citrat. Ponovnemu zamrzovanju vzorcev se moramo

izogniti. Za analizo potrebujemo najmanj 100 pL vzorca. Mocno hemolizirani ali

hiperlipemi¢ni vzorci niso primerni za analizo.
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Prostovoljkam smo odvzeli vensko kri v epruvete za serum (brez dodanega
antikoagulanta). Vzorce smo od odvzema do centrifugiranja pustili 30 minut, da so
koagulirali, nato pa jih centrifugirali ter locili serum od preostalega strdka krvnih celic.

Serum smo shranili v plasti¢no epruveto in ga takoj zamrznili na -20°C.

3.2.4. Postopek dolo¢anja PIGF

Priprava reagentov

Pufer za spiranje: Razred¢ili smo 20 mL koncentriranega pufra za spiranje z redestilirano

vodo do skupnega volumna 500 mL.

Raztopina substrata: Barvni reagent A in barvni reagent B smo zmesali skupaj v enakih

volumnih 15 minut pred uporabo ter ga hranili zascitenega pred svetlobo.

PIGF standardne raztopine: V steklenicko z liofiliziranim PIGF standardom smo dodali 1,0

mL kalibrator diluenta RD6-11 in ga raztapljali 15 minut tako, da smo ga ves cas rahlo
stresali. Odpipetirali smo 500 pL kalibrator diluenta RD6-11 v 6 epruvet. 500 pL
raztopljenega PIGF standarda smo prenesli v prvo epruveto ter dobro premesali, nato smo
500 uL te raztopine prenesli v naslednjo epruveto ter postopek ponavljali do konca.
Pripravili smo standardne raztopine s koncentracijami 1.000 ng/L, 500 ng/L, 250 ng/L, 125
ng/L, 62,5 ng/L, 31,2 ng/L, 15,6 ng/L. Za niCelni standard smo uporabili pripravljen
kalibrator diluent RD6-11.

Postopek ELISA testa

1. Pripravili smo reagente.

2. Na mikrotitrsko plos¢ico smo v vsako testno luknjico pipetirali 100 pL Assay
diluent RD1-22.

3. 'V luknjice smo pipetirali 100 pL standardov, kontrol ali vzorcev.

4. Mikrotitrsko plos¢ico smo pokrili z lepilnim trakom in inkubirali 2 uri na sobni
temperaturi.

5. Odstranili smo vsebino vdolbinic ter mikrotitrsko plos¢ico 4-krat sprali z 250 pL
pufra za spiranje. Nato smo plos¢ico posusili tako, da smo jo obrnili na vpojni papir.

6. V luknjice smo dodali 200 pL PIGF konjugata.

7. Sledila je inkubacija, kot pri tocki 4.
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8. Plos¢ico smo ponovno sprali, kot pri tocki 5.

9. V luknjice smo pipetirali 200 pL raztopine substrata.

10. Mikrotitrsko plos¢ico smo inkubirali 30 minut, zas¢iteno pred svetlobo.

11. Reakcijo smo ustavili tako, da smo v vsako luknjico na mikrotitrski plosc¢ici
pipetirali 50 pL stop reagenta ter plos¢ico rahlo premesali. Izmerili smo opti¢no

gostoto pri 450 nm.

Ob delu z reagenti in analizatorjem smo ves ¢as analize upoStevali varnostna navodila

proizvajalca (39).

Izraéun rezultatov

Analizator nam na osnovi povprecnih vrednosti za vsak standard izriSe krivuljo odnosa

med absorbanco in koncentracijo ter nam na podlagi le-te poda rezultate PIGF v ng/L.

3.2.5. Znacilnosti metode

Natanénost
Evaluacija znotraj analize je bila narejena iz 60 vzorcev. KV znasa od 3,6-7,0%.

Medanalizno ponovljivost so naredili iz 120 vzorcev pri treh razli¢nih koncentracijah

PIGF. KV je od 10,9-11,8%.

Meja zaznavanja

Meja zaznavanje je 7 ng/L.

Test ponovne pridobitve z razred¢evanjem

Vzorci z visokimi koncentracijami PIGF so bili razredCeni. Ujemanje pricakovane

koncentracije z izmerjeno je bilo po navedbah proizvajalca med 88% in 118%.
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Analiti¢na specifi¢nost in navzKkriZna reaktivnost

Opazili so navzkrizno reaktivnost pri naslednjih faktorjih:
e Humani PIGF/VEGF heterodimer 5%
e Humani PIGF-2 50%

Za rekombinantno humano VEGF RI1/FIt-1/Fc himero so opazili interference pri

koncentracijah visjih od 2.000 ng/L.

Referencéne vrednosti

Pri testiranju 95 zdravih prostovoljcev so dolo¢ili povpre¢no koncentracijo PIGF 18 ng/L

(39).

3.3. Doloéanje koncentracije PIGF s testom DRG PIGF
ELISA

Za dolocanje koncentracije PIGF smo uporabil test DRG PIGF ELISA proizvajalca DRG
International Inc USA, ki je namenjen za zgodnje odkrivanje preeklampsije. S testom
lahko kvantitativno dolo¢amo PIGF v vzorcih seruma. Test je namenjen za in vitro

diagnosti¢ne namene (40).

3.3.1.  Princip metode

Osnova je streptavidin-biotin ELISA, ki temelji na »sendvic« principu. Mikrotitrska
ploscica je prevleCena z monoklonskimi protitelesi, specificnimi za doloceno antigensko
mesto na PIGF molekuli. Po inkubaciji se PIGF iz vzorca veZe na mikrotitrsko plos¢ico. S
spiranjem se odstranijo nevezane komponente. Poliklonalna z biotinom oznacena
protitelesa se vezejo na molekulo PIGF. Ponovno inkubiramo in spiramo ter dodamo
hrenovo peroksidazo s streptavidinom, ki tvori streptavidin-biotin kompleks. Zopet
inkubiramo in spiramo ter dodamo substrat (TMB), ki z encimom tvori obarvan produkt.
Reakcijo ustavimo z zveplovo kislino, ki tudi stabilizira oksidirano obliko kromofora. Pri

ustrezni valovni dolzini izmerimo absorbanco.
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3.3.2. Reagenti in materiali

Test DRG PIGF ELISA vsebuje:
1. mikrotitrska plos¢ica s 96 vdolbinicami, prevle¢enimi z anti-PIGF monoklonskimi
protitelesi,
negativna standardna raztopina,
standardne raztopine s koncentracijami 25, 50, 125, 500 in 1.000 ng/L,
kontrolni vzorec, katerega koncentracija je navedena na viali,
pripravljen testni pufer (diluent),
encimski konjugat: z biotinom ozna¢ena kozja anti-humana PIGF protitelesa,
encimski kompleks: streptavidin hrenova peroksidaza,

raztopina substrata: tetrametilbenzidin (TMB),

A AT B o B

stop reagent: 0,5 M H,SOy,

10. raztopina za spiranje: 40-krat koncentrirana.

Ostala oprema:
e analizator Personal Lab (ADALTIS),
o kalibrirane pipete (Eppendorf) z nastavki,
e redestilirana voda,

e merilni valj.

3.3.3. lzbira ter ravnanje z vzorci

Proizvajalec navaja, da lahko s testom DRG PIGF ELISA dolo¢amo PIGF le v vzorcih
seruma, ki ne smejo biti hemolizirani, ikteri¢ni ali lipemi¢ni. Serume lahko za 24 ur
shranimo v hladilniku na 2-8°C. Ce vzorcev ne bomo analizirali v 24 urah, jih moramo

zamrzniti na -20°C. Vzorce lahko zamrznemo le enkrat.

v

testnim pufrom v razmerju 1:10 ali 1:100.
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3.3.4. Postopek dolo¢anja PIGF

Priprava reagentov

Raztopina za spiranje: 30 ml koncentrirane raztopine za spiranje smo razredcili s 1.170 mL

redestilirane vode do skupnega volumna 1.200 mL. Tako pripravljena raztopina je obstojna

2 tedna pri sobni temperaturi.

Vsi ostali reagenti so Ze pripravljeni za uporabo.

Postopek ELISA testa

1. Reagente smo segreli na sobno temperaturo in pripravili raztopino za spiranje.

2. V luknjice na mikrotitrski plos¢ici smo pipetirali 25 pL standardne raztopine,

kontrol in vzorcev.

3. V vsako luknjico smo pipetirali 250 pL diluenta.

4. Mikrotitrsko plos¢ico smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi.

5. Odstranili smo vsebino vdolbinic ter mikrotitrsko plos€ico 3-krat sprali s 400 uL
pufra za spiranje. Nato smo plos¢ico posusili tako, da smo jo obrnili na vpojni
papir.

V vsako testno luknjico smo dodali 100 uLL encimskega konjugata.
Sledila je 60 minutna inkubacija na sobni temperaturi.

Plos¢ico smo ponovno sprali, kot pri tocki 5.

A S

V vsako testno luknjico smo dodali 100 pL. encimskega kompleksa.

10. Mikrotitrsko plos¢ico smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi.

11. Plosc¢ico smo ponovno sprali, kot pri tocki 5.

12. V luknjice smo pipetirali 100 uL raztopine substrata.

13. Mikrotitrsko plos¢ico smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi.

14. Encimsko reakcijo smo ustavili tako, da smo v vsako luknjico na mikrotitrski
ploscici pipetirali 100 pL stop reagenta ter plosCico rahlo premesali. [zmerili smo

opti¢no gostoto pri 450 nm, znotraj 10 minut po dodatku stop reagenta.

Izraéun rezultatov

Analizator nam na osnovi povprecnih vrednosti posameznega standarda izriSe standardno

krivuljo ter nam na podlagi le-te poda rezultate PIGF v ng/L. Vzorce, katerih koncentracija
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je visja kot koncentracija najvisjega standarda (1.000 ng/L), moramo red¢iti z diluentom in

pri izraunu upostevati faktor red€enja (40).

3.3.5. Znacilnosti metode

Natanc¢nost (ponovljivost)
e znotraj analize KV 1,68-2,83%
¢ med analizami KV 4,10-7,00%

Meja zaznavanja

e 1,062 ng/L

Test ponovne pridobitve z dodajanjem PIGF

Ujemanje pri¢akovane koncentracije z izmerjeno je bilo po navedbah proizvajalca med

88,4% in 105,5%. Ujemanje so dolocali pri treh razli¢nih koncentracijah.

Analiti¢na specificnost in navzkriZna reaktivnost

Opazili so <20% navzkrizno reaktivnost z rekombinantnim humanim VEGEF/PIGF ter
<0,07% navzkrizno reaktivnost z rekombinantnim humanim FIt, PIGF-2, PDGF

(trombocitni rastni dejavnik) in VEGF.

Proizvajalec opozarja, da je vrednosti PIGF potrebno vedno interpretirati s celotno klini¢no

sliko. Sam rezultat testa ne sme biti edini dejavnik za uvedbo terapije.

3.3.6. Referencne vrednosti

V studiji so na razli¢nih populacijah dolocili vrednosti PIGF z DRG testom med 5. in 95.
percentilom (Preglednica 5) (40).
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Preglednica 5: Referen¢ne vrednosti PIGF z DRG testom

Populacija Stevilo preiskovancev PIGF [ng/L]
Odrasle nenosece Zenske 65 20,3-85,3
Moski 99 16,7 - 63,1
Zdrave nosecnice 59 33-918
Zdrave nosecnice (27. — 32. teden) 17 161 — 950
Nosecnice z gestozo* 34 12 - 139
Nosecnice z gestozo (27. — 32. teden) 13 14 — 268

*splosni pojem za bolezni v nosecnosti, ve¢inoma povezanih z zvi§anim krvnim tlakom

Proizvajalec priporo¢a, da je za oceno verjetnosti preeklampsije potrebno dolociti

vrednosti PIGF med 15. - 18. tednom nose¢nosti.

Ce je koncentracija med 15. - 18. tednom nose&nosti <42 ng/L in med 20. - 22. tednom

nosecnosti <100 ng/L, obstaja v tej nosenosti zviSano tveganje za razvoj preeklampsije
(40).

3.4. Statistiche metode in orodja

Podatke smo statisticno obdelali s standardnimi statisticnimi metodami s pomocjo
programov Microsoft Excel 2010 in SPSS 20. Obdelave so zajemale potrebne izracune
statisticnih vrednosti na vrednostih vzorcev (srednje vrednosti, standardne odklone,
koeficiente korelacije...), testiranja porazdelitev (Kolmogorov-Smirnov test), grafi¢ne
prikaze itd.. Dobljeni statisti¢ni rezultati in naSi sklepi na osnovi le-teh so v skladu z
uveljavljenimi statisticnimi prijemi sproti narekovali nase nadaljnje korake v raziskavi vse

do kon¢nih sklepov in ugotovitev.
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4. REZULTATI

4.1. Potek analize

V prvem delu smo analizirali 88 vzorcev z dvema razliénima testoma. Vsakemu smo
dolo¢ili PIGF s testom Quantikine in testom DRG PIGF ELISA. Primerjali smo analitske
znacilnosti obeh testov, povprecni vrednosti in standardna odklona. Ugotovili smo

porazdelitev vrednosti pri obeh testih in mo¢ povezave med testoma.

V drugem delu smo 527 vzorcem dolocili PIGF s testom Quantikine. Na SirSem vzorcu
smo s pomoc¢jo kliniénih podatkov ugotavljali, kak$na je diagnosticna obcutljivost,
specificnost in napovedne vrednosti, ter ju primerjali s podatki iz literature za DRG PIGF

ELISA test.

4.2. Standardni krivulji obeh testov

Pri vsaki analizi nam analizator pri testu Quantikine izriSe umeritveno krivuljo iz

ey

izkljucen, ker analizator tako visoke koncentracije ni mogel izmeriti. Vse koncentracije
vzorcev so bile od¢itane iz umeritvene krivulje, saj je najvisja koncentracija znaSala 104,2

ng/L in nobenega vzorca ni bilo potrebno redciti (Slika 5).
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*OD pomeni izmerjena absorbanca
*Na x osi so koncentracije PIGF v ng/L

Slika S: Umeritvena krivulja PIGF pri testu Quantikine

Pri testu DRG PIGF ELISA nam analizator izriSe umeritveno krivuljo iz petih standardov z

najvisjo koncentracijo 1.000 ng/L. Maksimalna izmerjena koncentracija vzorca je znaSala

945,5 ng/L (Slika 6).
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Slika 6: Umeritvena krivulja pri testu DRG PIGF ELISA

36



4.3. Primerjava analitskih znacilnosti obeh testov

Za oba testa smo naredili primerjavo med natan¢nostjo, mejo zaznavanja analita ter

vrednostmi recovery testa (Preglednica 6).

Meji zaznavanja se pri testih razlikujeta. Obcutljivejsi je DRG PLGF ELISA test, ki
zazna koncentracijo 1,06 ng/L PIGF. Test Quantikine (R&D) je nekoliko manj obcutljiv,

njegova meja zaznavanja je 7,0 ng/L.

Natan¢nost so pri testu Quantikine (R&D) dolocili z analizo 20 vzorcev (serum, plazma,
urin) z nizkimi, srednjimi in visokimi vrednostmi ter izrazili natan¢nost s koeficientom
variacije (KV). Proizvajalec nam posebej podaja tudi KV za supernatante celi¢nih kultur.
Pri testu Quantikine je KV za serum, plazmo ali urin znotraj analize v razponu 3,6% -
7,0% ter med serijami v razponu 10,9% - 11,8%, kar pomeni, da je test zelo dobro
ponovljiv. Test DRG PLGF ELISA, ki je obcutljivejsi, kaze tudi na ve€jo natancnost tako

znotraj kot zunaj analize v primerjavi s testom Quantikine (Preglednica 6).

Recovery test (test pridobitve dodatka) doloca to¢nost metode. Izveden je bil z dodatkom
znanih koncentracij PIGF vzorcu. Ujemanje izmerjenih vrednosti s pricakovanimi je pri

testu Quantikine od 88% - 118% ter pri testu DRG PLGF ELISA od 87,0% - 105,5%.

Preglednica 6: Primerjava analitskih znacilnosti obeh testov (39, 40).

Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA
Meja zaznavanja 7,0 ng/L 1,06 ng/L
Natancnost
- KV znotraj analize 3,6-7,0% 1,68 - 2,83 %
- KV zunaj analize 10,9 -11,8 % 4,10 - 7,00 %
Recovery test* 88-118 % 87,0 -105,5 %

*Test pridobitve dodatka

4.4. Primerjava srednjih vrednosti in standardnih

odklonov

Povpre¢na vrednost za test Quantikine znasa 36,5 ng/L ter za test DRG 164,4 ng/L.

Povpre¢ni vrednosti in standardna odklona (SD) se pri obeh testih mocno razlikujeta.
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Glavni vzrok so oc€itni mo¢ni posami¢ni odkloni izmerjenih vrednosti PIGF pri

posameznem testu, kar se jasno vidi tudi pri grafi¢nih predstavitvah vzorcev (Graf 1).

Najvecja gostota vrednosti je med 20 in 40 ng/L, pri DRG PIGF ELISA testu pa je najvi§ja

izmerjena koncentracija vzorca kar 945,5 ng/L in SD 249,3 (Preglednica 7).

Preglednica 7: Srednji vrednosti in standardna odklona, izracunani iz vseh vrednosti
Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA
Povprecna vrednost [ng/L] 36,5 164,4
Maksimum [ng/L] 104,2 945.5
Minimum [ng/L] 9,4 14,2
SD 15,5 2493
120,01
100,01 °
80,07
% 60,01 OO ° °
& ®° 2
40,0 ({be o ©° © ° o ° o e
20,01 § OOO ° ° o
.0
2) 20‘0,0 40:),0 60}).0 80‘0,0 10(;0,0
DRG

Graf1:  Grafi¢na primerjava rezultatov obeh testov

Tak$na mocna odstopanja osamelcev (Graf 1) popolnoma izkrivijo statistiéni pomen

rezultatov in onemogo&ajo statistitno primerjavo obeh testov. Ceprav pri¢akujemo

normalno porazdelitev pri obeh testih, smo npr. pri testiranju s Klomogorov-Smirnovovim

testom ugotovili, da pri opazovanju vseh vrednosti pri obeh testih na celotnem vzorcu le-te

niso normalno porazdeljene, vrednost Sig. je v obeh primerih manjSa od stopnje tveganja o

(0=0,05) (Preglednica 8).
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Preglednica 8: Testiranje normalne porazdelitve vseh vzorcev pri obeh testih

Kolmogorov-Smirnov
Test
Stat. df Sig.
Quantikine 0,106 88 0,016
DRG PIGF ELISA 0,315 88 0,000

Odlocili smo se izlociti osamele vrednosti ter nadaljevati s statisti€no analizo.

4.5. Izlocitev osamelih vrednosti

Pri DRG PIGF ELISA testu je osamelcev nekaj vec, skoraj tretjina celotnega vzorca, s
¢imer moc¢no vplivajo na izracun srednje vrednosti in standardnega odklona, Ceprav je

razvidno (Graf 3), da so vrednosti najbolj skoncentrirane okrog vrednosti 30 ng/L.

Podoben sklep smo naredili tudi pri Quantikine testu, kjer pa je takih osamelcev manj

(Graf 2).

KTriterij za dolocanje osamelih vrednosti smo nastavili pri priblizno trikratnem standardnem
odklonu od povprecne vrednosti okrnjenega vzorca po kateremkoli od obeh testov (PIGF

63 ng/L), s ¢imer smo zajeli glavnino normalno porazdeljenega vzorca pri obeh testih.

Zaradi nadaljnjega primerjanja obeh testov smo v primeru osamelca pri dolocenem testu

eliminirali tudi rezultat drugega testa.
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Graf2:  Grafic¢ni prikaz porazdelitve vzorcev brez osamelcev pri testu Quantikine
DRG PIGF ELISA
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Graf3:  Grafic¢ni prikaz porazdelitve vzorcev brez osamelcev pri testu DRG PIGF

ELISA
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Preglednica 9: Srednji vrednosti in standardna odklona na vzorcu brez osamelcev

Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA
St. vzorcev 52 52
Povprecna vrednost [ng/L] 31,9 30,9
Maksimum [ng/L] 57,9 59,4
Minimum [ng/L] 9.4 14,2
SD 10,6 10,6

4.6. Normalnost porazdelitve obeh vzorcev

S Kolmogorov-Smirnovovim testom smo ugotavljali, ali so vrednosti rezultatov z

izloCenimi osamelci normalno porazdeljene. UpoStevali smo stopnjo tveganja a=0,05.

Vrednost Sig. je bila v obeh primerih ve¢ja od a. Privzeli smo ni¢elno hipotezo testa, da je

porazdelitev obeh vzorcev normalna (Graf 4, Graf 5).

Quantikine

12,57

10,0

7,57

Frekvenca

0,0 T T
0 10 20 30

40

PIGF [ng/L]

50 60

Mean = 31,52
Std. Dev. = 10,437

N=52

Graf4: Normalna porazdelitev pri testu Quantikine
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Graf5:  Normalna porazdelitev pri testu DRG PIGF ELISA

Preglednica 10: Testiranje normalne porazdelitve pri obeh testih

Kolmogorov-Smirnov
Test
Stat. df Sig.
Quantikine 0,116 52 0,077
DRG PIGF ELISA 0,072 52 0,200

4.7. Moc povezave med testoma

Mero povezanosti med testoma lahko dolo¢imo s Pearsonovim koeficientom korelacije. Ob
upostevanju vseh vzorcev obeh testov znasa koeficient 0,222, kar pomeni, da je povezanost
neznatna. Na vzorcu z izloCenimi osamelci (Graf 6) je korelacija nekaj vi§ja, korelacijski

koeficient znasa 0,367 (p<a).
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Graf 6:  Razsevni diagram rezultatov obeh testov z regresijsko premico

4.8. Diagnosticna obcutljivost in specifi€nost

Diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost za test Quantikine smo izracunali iz 527 vzorcev,
katerim je bila doloCena koncentracija PIGF s Quantikine (R&D) testom. S sodelovanjem z
Ginekolosko kliniko smo v okviru Studije pridobili klinicne podatke o nosecnicah, ki so
razvile preeklampsijo. Vzorcev z boleznijo je bilo 8. Povprecna koncentracija PIGF pri
bolnicah je znasala 23,0 ng/L. Zdrave nosefnice smo uvrstili v kontrolno skupino
(Preglednica 11). Iz preglednice lahko razberemo, da so bile povpre¢ne vednosti PIGF pri

nosecnicah s preeklampsijo znacilno nizje kot v kontrolni skupini 519 vzorcev.

Preglednica 11: Razsirjen vzorec in klini¢ni podatki

Vsi vzorci Preeklampsija Kontrolna skupina
St. vzorcev 527 8 519
Povprecna vrednost [ng/L] 55,4 23,0 55,9
Maksimum [ng/L] 205,1 427 205,1
Minimum [ng/L] 4,9 10,2 4,9
SD 32,4 10,2 32,4
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Graf7:  Razsevni diagram vzorcev s preeklampsijo

Vzorec z najvisjo koncentracijo 42,7 ng/L odstopa (Graf 7). Na podlagi do sedaj znanih
referen¢nih vrednosti za PIGF, ki so bile dolo¢ene z DRG PIGF ELISA testom v 15. - 18.
tednu nose€nosti, smo najvi§jo vrednost vkljucili med lazno negativne rezultate, saj je
Studija navajala, da obstaja v nosecnosti zviSano tveganje za razvoj preeklampsije, ¢e so

koncentracije PIGF med 15. - 18. tednom nose¢nosti < 42 ng/L.

Vzorce kontrolne skupine 519 nosecnic smo testirali na normalno porazdelitev s
Kolmogorov-Smirnovovim testom in ugotovili, da se ne porazdeljujejo normalno (p < Q).
Prazne vrednosti tako nismo mogli dolociti na osnovi standardnega odklona od srednje

vrednosti.

Metoda dolocanja prazne vrednosti na 99 percentilu (oz. 1 percentilu) prav tako ni
smiselna, saj opazujemo vzorec pri znizanih koncentracijah, ki pa so, kot kazejo rezultati, v
obmocju, kjer je tudi precej vzorcev nosecnic, ki niso razvile preeklampsije. Pri analizi se
je smiselno torej osredotocati ne toliko na pravilno pozitivne, ampak predvsem na pravilno
negativne rezultate, kar je bilo nase vodilo za dolocanje smiselne prazne vrednosti, ki Se

ima klini¢ni pomen.

Iz grafa 7 je razvidno, da je med najvisjo vrednostjo vzorca bolnic s preeklampsijo, ki smo

jo ze vkljucili med lazno negativne rezultate, ter ostalimi vrednostmi vzorca precejs$nja
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vrzel. Ker je vzorec Stevil¢no precej omejen in ga zato statisticno ni smiselno podrobneje

analizirati, smo dolocili prazno vrednosti sredi te vrzeli, to je pri 35,7 ng/L.

Na osnovi zgornjih kriterijev smo rezultate razvrstili med lazno pozitivne in pravilno

negativne (Preglednica 12).

Preglednica 12: Klini¢ni podatki o preeklampsiji in testih analize

TEST ANALIZE
pozitiven negativen
PP LN
prisotna 7 1
PREEKLAMPSIJA
LP PN
odsotna 159 360

*Pravilno pozitivni rezultati (PP) pomenijo pozitiven test pri pozitivnem izidu bolezni.
*Pravilno negativni rezultati (PN) pomenijo negativen test pri osebah, ki nimajo bolezni.
*Lazno negativni rezultati (LN) pomenijo negativen test pri pozitivnem izidu bolezni.

*Lazno pozitivni rezultati (LP) pomenijo pozitiven rezultat testa pri osebah, ki nimajo bolezni.

Diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost testa Quantikine smo izra¢unali po enacbah:

PP-100

Diagnosticna obcutljivost (DO) [%] = ———
g lj (DO) [%] PPLIN
PN -100

Diagnosticna specificnost (DS) [%] = ———
g pecifi (DS) [%4] PN LP

Diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost testa Quantikine smo primerjali z diagnosticno
obcutljivostjo in specificnostjo testa DRG PIGF ELISA, podano iz literature (Preglednica
13).

Preglednica 13: Diagnosti¢na obcutljivost in specifi¢nost za Quantikine in DRG PIGF

ELISA test
Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA*
Diagnosti¢na ob¢utljivost 87,5 % 85,7 %
Diagnosti¢na specifi¢nost 69,4 % 83,3 %

*DO in DS pri DRG PIGF ELISA testu je podal proizvajalec testa (40)
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4.9. Pozitivne in negativhe napovedne vrednosti

Izracun napovednih vrednosti po metodi kontingenc¢nih tabel

Napovedne vrednosti smo najprej izracunali po metodi kontingencnih tabel, kjer se

uposteva le opazovan vzorec brez prevalence, in sicer po enacbah:

Pozitivna napovedna vrednost (PNV) [%] = M
PP+ LP

PN -100
Negativna napovedna vrednost (NNV) [%] = —————
: g (NNV) LA = o v

Po pricakovanjih je negativna napovedna vrednost zelo visoka, medtem ko je pozitivna
napovedna vrednost precej nizka. Izracunane vrednosti testa Quantikine smo primerjali z

vrednostmi testa DRG PIGF ELISA iz literature (Preglednica 14).

Izra¢un napovednih vrednosti z Bayesovo formulo

Bayesova formula uporablja za izra¢un napovednih vrednosti prevalenco (P). Podatka za
Slovenijo v literaturi nismo zasledili, zato smo se oprli na vrednosti razlicnih evropskih
Studij. Vrednosti se najveckrat gibajo med 2,5% in 3,5%, variirajo po razlicnih drzavah in
celo po geografskih obmo¢jih znotraj drzav. Za izra€un napovednih vrednosti v nasi Studiji
smo zato izbrali njihovo grobo povprecje 3%. V slabSe razvitem in nerazvitem svetu

literatura navaja tudi nekajkrat visje vrednosti, 10% in vec.

PNV [%] = bo-P
Y DO-P+(1-DS)-(1-P)
NNV 2] = DS-(1-P)

DS-(1-P)+(1-DO)-P

Preglednica 14: Pozitivne in negativne napovedne vrednosti za Quantikine in DRG PIGF

ELISA test
Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA*
PNV 42% 0z 8,0%sayes 4,0 %
NNV 99,7% 0z. 99,4%Bayes) 97.8 %

*PNV in NNV DRG PIGF ELISA je podal proizvajalec testa (40)
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4.10. Razmerje verjetja

Izracunali smo pozitivno in negativno razmerje verjetja (positive/negative likelihood ratio)

za Quantikine test.

Pozitivno razmerje verjetja (LR+) je koli¢nik verjetnosti oz. razmerje verjetja, da bomo

dobili pozitiven rezultat testa, Ce oseba resni¢no ima bolezen.

Pozitivno razmerje verjetja (LR+) = obcutljivost / (1 - specificnost)

Negativno razmerje verjetja (LR-) je kolicnik verjetnosti, da bomo dobili negativen

rezultat testa, ¢e oseba resni¢no nima bolezni.

Negativno razmerje verjetja (LR-) = specificnost / (1 - obcutljivost)

Ce nose¢nica ima preecklampsijo, se za 2,9-krat povelajo obeti, da bo rezultat testa
pozitiven. Ce noseénica nima oz. ne bo razvila bolezni, se za 5,7-krat poveéajo obeti, da bo

test pri nosecnici negativen (Preglednica 15).

Preglednica 15: Primerjava razmerij verjetja med testoma

Quantikine (R&D) DRG PIGF ELISA*
LR+ 2,9 5,1
LR- 5,7 5.8

*Pozitivno in negativno razmerje verjetja za test DRG PIGF ELISA je podal proizvajalec testa (40)
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5. RAZPRAVA

5.1. Vrednotenje metode

Za kvalitetno delo moramo pripraviti ustrezne delovne pogoje, zagotoviti ustrezno

kalibrirane instrumente ter natan¢no in to¢no izvesti analize.

Umeritveni standardni krivulji obeh testov sta bili v obmocju vrednosti absorbanc, ki jih
navaja proizvajalec. Na podlagi tega smo ocenili, da so analize ustrezno opravljene. Nato

smo proucili parametre vrednotenja metode.

Oba testa kaZeta na ustrezno ponovljivost rezultatov tako znotraj analize kot med
analizami. Koeficienti variacije so bili nekoliko boljsi pri testu DRG PIGF ELISA (v
obmocju 1,68%-2,83% znotraj analize in v obmocju 4,10%-7,00% med analizami), kar je

za ELISA teste ustrezno (priporocila NCCLYS).

Analitska obcutljivost je pri obeh testih precej visoka. ELISA testi so na sploS$no zelo
obcutljivi, saj nam novejse izvedbe testov z biotinom in streptavidinom omogocijo mo¢no
ojacanje signala. Pri testu Quantikine gre za princip indirektne »sendvi¢« ELISA izvedbe,
kjer morata biti na antigenu znana najmanj dva epitopa, obcutljivost je 7,0 ng/L. Pri testu
DRG PIGF ELISA, ki temelji na principu streptavidin-biotin ELISA, opazimo vi§jo
obcutljivost (1,06 ng/L). Biotin je majhna molekula, ki je vezana na sekundarno protitelo,
streptavidin je konjugiran z encimom. Zaradi mo¢nih interakcij biotina in streptavidina
nastanejo obstojne vezi v kompleksu, signal je mo¢no ojacen, zato je tudi obcutljivost testa
vi§ja.

Ocenjujemo, da sta oba testa za zgodnje odkrivanje razvoja preeklampsije v 12. - 14. tednu
nosecnosti dovolj obcutljiva, saj se klinicno pomembne vrednosti nahajajo Zze v obmocju

pod 40 ng/L PIGF.

Recovery test (test pridobitve dodatka) dolo¢a to¢nost metode. Ujemanje izmerjenih
vrednosti s pricakovanimi je boljse pri DRG PLGF ELISA testu (87,0% - 105,5%), kar
pomeni, da je ta test nekoliko to¢nejsi od testa Quantikine (88% - 118%).

Oba testa sta za zgodnje odkrivanje preeklampsije dovolj obc¢utljiva, natan¢na in to¢na. Pri

testu DRG PIGF ELISA so bile izmerjene vrednosti pri nekaterih nosec¢nicah za razliko od
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testa Quantikine (R&D) zelo visoke, kar smo morali upoStevati pri nasi statisti¢ni raziskavi
pri primerjavi obeh testov, a klini¢no ta razlika med testoma za samo zgodnejsSe odkrivanje
preeklampsije ni pomembna, saj opazujemo predvsem znizane vrednosti. Morda bi se ta
razlika med testoma pokazala za klinicno pomembno pri drugih vrstah obolenj, kjer so

vrednosti znacilno zviSane (npr. maligna obolenja).

5.2. Primerjava dveh metod

Primerjava vrednosti

Rezultati koncentracij PIGF v 88 vzorcih z dvema imunokemijskima metodama, ki obe
temeljita na ELISA tehniki, so dali dokaj razlicne rezultate. Povpre¢na vrednost
koncentracij PIGF, dolocenih s testom Quantikine, je bila znatno nizja od povprecne
vrednosti pri testu DRG PIGF ELISA. Srednja vrednost je bila pri testu DRG PIGF ELISA
kar 4,5-krat vi§ja. Vzrok temu so bile visoke osamele vrednosti, ki jih je bilo precej
predvsem pri DRG PIGF ELISA. Pri obeh testih vrednosti na celotnem vzorcu niso bile
normalno porazdeljene, zato statisti¢ni izracuni srednjih vrednosti in standardnih deviacij
niso smiselni. Vzrok tako visokih osamelih vrednostih pri DRG PIGF ELISA testu bi lahko
pripisali visoki obcutljivosti samega testa. Oba proizvajalca uporabljata specifi¢na
primarna monoklonska protitelesa (Ab). Obstaja razlika v sami konjugaciji protiteles med
obema testoma (39,40). Pri Quantikine imamo poliklonska Ab konjugirana s hrenovo
peroksidazo, medtem ko so pri DRG PIGF ELISA testu poliklonska Ab oznaena z
biotinom, encimski kompleks konjugiran s streptavidinom dodamo na mikrotitrsko
plos¢ico naknadno. Ravno biotin - streptavidin kompleks, kjer nastane ena najmocnejsih
nekovalentnih bioloskih interakcij, nam povzrocita mocno ojacanje signala in vecjo
obcutljivost, kar se verjetno pri ze zviSanih vrednostih Se dodatno eksponira. Najvisja
vrednost pri analizi z DRG PIGF ELISA testom je bila 945,5 ng/L in je v primerjavi z
referencnimi vrednostmi z ECLIA metodo (Preglednica 3) kar 5-krat nad zgornjo
referen¢no mejo. Zaradi teh odstopanj predvsem pri enem testu so bile vrednosti

medsebojno statisti¢no tezko primerljive.
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Izlo¢itev osamelcev

Zaradi lazje primerljivosti obeh testov ter dejstva, da zelo visoke vrednosti PIGF za
zgodnje odkrivanje preklampsije diagnosticno niso pomembne, smo se odlocili izlociti
visoke osamele vrednosti pri obeh testih ter nadaljevati s statistiéno analizo posami¢nega
testa in njune povezanosti. Izlo¢ili smo vse vzorce, kjer je bila vrednost vsaj enega od
testov nad 63 ng/L (obmo¢je v priblizno 3-kratni SD od povprecja). Vrednosti obeh
vzorcev so bile zdaj normalno porazdeljene, s ¢imer je bila omogocena lazja medsebojna

statistiCna primerjava.

Korelacija

Moc¢ povezave med obema spremenljivkama na celotnem vzorcu je bila 0,222, kar kaze na
neznatno pozitivno povezanost. Domnevali smo, da so bile vzrok temu nekatere moc¢no
izstopajoCe vrednosti. Pearsonov koeficient korelacije izraCunan na vzorcu z izloCenimi
osamelci je bil 0,367, kar kaze na nekoliko ve¢jo povezanost, vendar je povezava med
testoma tudi v tem obmoc¢ju normalne porazdelitve pri obeh testih nizka (Sibka). 1z teh
podatkov lahko zaklju¢imo, da dajeta testa kljub temu, da oba temeljita na osnovnem
principu ELISA, dokaj razli¢ne rezultate. O¢itno je, da obstajajo razlike med primarnimi in

sekundarnimi protitelesi ter ojacitvijo signala, ki imajo vpliv na same rezultate.

Ceprav vrednosti obeh testov niso v moénejsi korelaciji, pa bi vsak test zase lahko dajal
dobre rezultate tako, da bi za vsak test posebej izraunali orientacijske referencne vrednosti
na zdravi populaciji nosecnic v tistem obdobju, v katerem Zelimo spremljati vrednosti
PIGF pri preeklampsiji. Prav tako bi bilo potrebno pri vsakem testu posebej dolo¢iti prazne

vrednosti.

Referenéne vrednosti

Referencne vrednosti za PIGF podajajo v literaturi po tednih nosecnosti, ker PIGF do 33.
tedna nosecnosti strmo naras¢a, nato pa pri¢ne padati. Vrednosti so podane v razponu od 3
do 5 tednov (Preglednica 3). Zaradi moc¢ne dinamike koncentracij PIGF v krvi nosecnice
skozi Cas je v posamezni referencni meji precej velik razpon od najniZje do najvi§je
koncentracije PIGF (npr. v 10. - 14. tednu nose¢nosti 29,4-183 ng/L, Studija je narejena z
metodo ECLIA). Zaradi tako velikega razpona vrednosti bi morali imeti za primerjavo

metod mnogo vecji vzorec ali pa referencne vrednosti, podane po tednih nosecnosti.
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Proizvajalec testa Quantikine referen¢nih vrednosti ne navaja po tednih nose¢nosti, temvec
navaja le srednjo vrednost PIGF 18 ng/L, ki so jo pridobili s testiranjem prostovoljcev. Ni
navedeno, ali so bili v skupino prostovoljcev vkljuceni tudi moski, za katere je znacilno, da
imajo v povpre€ju nizje vrednosti kot zenske. Poleg tega ta test Se ni namenjen za
diagnostiko preeklampsije, temvec le za Studijske namene, saj lahko PIGF dolo¢amo tudi
pri drugih boleznih (npr. onkoloski bolniki itd.). Na to orientacijsko referencno vrednost se

v primeru diagnostike preeklampsije zato ne moremo opreti.

Test DRG PIGF ELISA je namenjen za diagnostiko preeklampsije pri nose¢nicah.
Proizvajalec nam podaja referencne vrednosti za zdrave nenosece zenske 20,3-85,3 ng/L
ter zdrave nosecnice 33-918 ng/L. Za nosecCnice z gestozo so vrednosti znacilno nizje, od
12-139 ng/L. Gestoza je splos$ni pojem za bolezni v nosecnosti, v vecini primerov so te
povezane z zviSanim krvnim tlakom. Referencne vrednosti za obdobje med 12. in 14.
tednom niso podane, pa¢ pa so dolocili mejo, kjer obstaja zviSano tveganje za razvoj
preeklampsije med 15. in 18. tednom nosecnosti <42 ng/L in med 20. in 22. tednom
nose¢nosti <100 ng/L. Te vrednosti smo delno upoStevali tudi v nasi raziskavi, ko smo

iskali mejo med pravilno pozitivnimi in lazno pozitivnimi rezultati.

PIGF molekula se nahaja v organizmu v S§tirih oblikah, ki so si med seboj zelo podobne.
Oba proizvajalca testov navajata moznost navzkrizne reaktivnosti s PIGF-2 ter
PIGF/VEGF hetrodimerom, kar pomeni, da Se niso razvili visoko specifi¢nih protiteles za

tocno doloc¢eno molekulo PIGF, ki bi jo Zeleli dolociti.

5.3. Kliniéna uporabnost obeh testov

S pomoc¢jo klini¢nih podatkov v okviru potekajoce Studije na Ginekoloski kliniki smo
izraCunali diagnosticno obcutljivost in specificnost ter pozitivne in negativne napovedne
vrednosti. Vsem 527 vzorcem je bil dolocen PIGF s Quantikine testom, od tega je 8
nose¢nic razvilo preeklampsijo. Nosecnice iz celotnega vzorca, ki niso zbolele, smo
uvrstili v kontrolno skupino. Ugotovili smo, da so srednje vrednosti PIGF obolelih in
neobolelih znacilno razlicne. Vrednosti pri nose¢nicah s preeklampsijo so v povprecju pod
polovico povprecja v kontrolni skupini, po ¢emer lahko tudi na nasem vzorcu sklepamo, da

so pri preeklampsiji vrednosti v povprec¢ju precej nizje.

51



Prazno vrednost smo postavili pri koncentraciji 35,7 ng/L ter na podlagi tega opredelili
lazno pozitivne in lazno negativne v skupini zdravih nose¢nic. Izra¢unali smo diagnosti¢no
obcutljivost in diagnosti¢no specifi¢nost testa Quantikine. Diagnosti¢na obcutljivost obeh
testov je dokaj primerljiva. Nekoliko vi§ja kot pri DRG PIGF ELISA (85,7%) je bila pri
testu Quantikine (87,5%), kar pomeni, da je pri testu Quantikine ob upoStevanju prazne
vrednosti, ki smo jo dolo¢ili, ve¢ja verjetnost, da bo test pozitiven, Ce je bolezen prisotna
0z. s tem testom dobimo manj laZzno negativnih rezultatov. Diagnosti¢na specifi¢nost pri
testu Quantikine (69,4%) je precej slabsa kot pri DRG PIGF ELISA (83,3%), kar kaze na
to, da je pri Quantikine ve¢ lazno pozitivnih rezultatov kot pri testu DRG PIGF ELISA.

Gornjo prazno vrednost smo dolocili na osnovi zelo malega vzorca, kar niti statisticno niti
prakti¢no ni ustrezno. S tega vidika bi bilo potrebno prazno vrednosti dolociti na bistveno
vecjem vzorcu. Ob iskanju optimalnega praga smo pri tem, da nismo zajeli vseh vzorcev s
preeklampsijo kot pravilno pozitivne, tudi zanemarili pomemben eti¢ni vidik namena
testiranja odkriti ¢im ve€ primerov bolezni. Zato smo analizirali vzorec tudi z vi§jo prazno
vrednostjo (42,7 ng/L), ki je zajela vse primere preeklampsije, torej brez laZzno negativnih
vrednosti 0z. s 100% diagnosti¢no obcutljivostjo. S tem bi v skupino potencialno obolelih
zajeli precej vecje Stevilo nosecnic. Po drugi strani pa bi zaradi vis§jega Stevila lazno
pozitivnih primerov dosegli precej niZjo diagnosti¢no specifi¢nost (56,6%) in s tem
zmanjSali klinicno uporabnost samega testa (precej ve¢ preventivnih pregledov nosecnic,
vi§ji stroski ipd.).

Zavedati se moramo, da so napovedne vrednosti v veliki meri odvisne od pojavnosti
bolezni v populaciji oz. v nasem primeru od velikosti vzorca nosecnic s potrjeno
preeklampsijo, in manj od postavljene prazne vrednosti. Poleg tega nizke vrednosti PIGF
najdemo tako pri zdravih nosecnicah kot pri nosecnicah s preeklampsijo, medtem ko so
srednje in vi§je vrednosti samo pri zdravih. Napovedne vrednosti, tako pozitivne kot
negativne, so pri obeh testih primerljive. PNV je tako pri obeh testih zelo nizka (pri
Quantikine 4,2% oz. 8,0% z upoStevanjem predpostavljene prevalence, pri DRG PIGF
ELISA 4,0%), ker imamo relativno visoko Stevilo lazno pozitivnih rezultatov. Verjetnost,
da imamo pozitiven rezultat testa in bo nosecnica res razvila preeklampsijo, je torej nizka.
Pri obeh testih imamo zelo visoke NNV (Quantikine preko 99% in DRG PIGF ELISA
97,8%), torej obstaja visoka verjetnost, da v primeru negativnega rezultata nose¢nica ne bo

razvila preeklampsije.
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Za test Quantikine smo izracunali pozitivno in negativno razmerje verjetja (likelihood
ratio). LR+ je bil pri testu Quantikine precej nizji kot pri testu DRG PIGF ELISA. Ce
nose¢nica ima preeklampsijo, se za 2,9-krat povecajo obeti, da bo rezultat testa pozitiven,
medtem ko se pri DRG obeti povecajo za 5,1-krat. Izracunana koli¢nika LR- sta pri obeh

testih dokaj podobna (pri DRG PIGF ELISA testu 5,8, pri Quantikine pa 5,7).

Za Quantikine test je obetavna potrditev dejstva tudi na naSem vzorcu in po nasi analizi, da
so vrednosti PIGF pri nosec¢nicah, ki smo jih testirali s testom Quantikine in so razvile
preeklampsijo, znacilno nizje od povprecja. Kljub temu, da smo zaradi velike razprSenosti
pri vi§jih vrednostih pri testu DRG PIGF ELISA na prvi pogled pri¢akovali slabse
parametre vrednotenja metode, pa se je ta test pokazal za klinicno uporabnejSega kot
Quantikine test na naSem vzorcu. Trditev bi bilo vsekakor potrebno preveriti na bistveno

vecjem vzorcu.

Glede na nizko PNV bi bilo smiselno postaviti diagnosti¢ni algoritem, po katerem bi se
ravnali kliniki, ki bi poleg doloCanja PIGF vkljuceval Se ostale biokemi¢ne oznacevalce
(poleg PIGF npr. Se VEGF, sFlt-1, sEng... z navedenimi kritiénimi mejami), ter rezultate

interpretirati z vsemi podatki hkrati.
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6. SKLEP

V okviru magistrske naloge smo prisli do naslednjih ugotovitev:

e Na osnovi primerjave analitskih znacCilnosti obeh testov smo ugotovili, da sta oba

ustrezno natancna, obcutljiva in toc¢na.

e Za statisticno primerjavo obeh testov je potrebno vzorec ustrezno prilagoditi zaradi
nekaterih zelo visokih vrednosti, predvsem pri testu DRG PIGF ELISA, ki pa za
zgodnje ugotavljanje preeklampsije klini¢no niso pomembne.

e Moc¢ povezave med obema testoma je v obmoc¢ju kliniéno pomembnih vrednosti

Sibko pozitivna.

e Zaradi Sibke korelacije med testoma bi bilo smiselno doloc€iti prazne vrednosti za
vsak test posebej, na statisticno ustrezno velikem vzorcu in v doloCenem casu

nosec¢nosti.

e Za Quantikine test je obetavno, da so vrednosti PIGF pri nosec¢nicah, ki smo jih
testirali s testom Quantikine in so razvile preeklampsijo, znacilno nizje od

povprecja.

e Quantikine test ima vi§jo diagnosticno obcutljivost in nizjo diagnosti¢no

specificnost kot test DRG PIGF ELISA.

e PNV in NNV, ki smo jih izra¢unali pri Quantikine, sta primerljivi z vrednostmi pri

DRG PIGF ELISA, ki jih je podal proizvajalec.

e Pozitivno razmerje verjetja je visje pri testu DRG PIGF ELISA, negativno pa je pri

obeh testih skoraj enako.
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PRILOGA

1. Rezultati meritev PIGF 88 vzorcev z obema testoma

5 ‘ Quantikine DRG PIGF 5 ‘ Quantikine DRG PIGF
Zap. §t. | Letnik (ﬁéz/]ﬁ} ELISA [ng/L] Zap. §t. | Letnik (ﬁlzz/ll)j ELISA [ng/L]
1] 1982 42,6 25,8 47 | 1982 56,8 65,0
2| 1976 31,7 35,7 48 | 1981 37,3 764.,5
3| 1967 44,3 276,9 49 | 1978 52,1 5404
4| 1980 37,3 117,2 50 | 1980 31,4 41,0
51 1982 57,5 440,8 51| 1979 28,7 38,1
6| 1979 16,0 19,4 52 | 1981 35,3 96,5
71 1982 44,3 5473 53 | 1976 30,4 32,6
8| 1977 28,1 31,4 54| 1975 42,6 364,3
91 1972 21,1 26,6 55| 1978 28,8 14,9
10 | 1983 28,8 77,0 56 | 1980 38,3 30,6
11 ] 1981 25,8 35,0 57| 4977 25,8 79,3
12| 1974 51,4 33,4 58 | 1986 33,7 195,3
13 ] 1982 25,8 33,7 59 | 1983 9,4 26,8
14 | 1980 35,6 2232 60 | 1980 17,9 14,2
15| 1983 37,3 125,0 61| 1979 30,0 17,5
16 | 1979 22,9 19,9 62 | 1978 104,2 513,0
17 ] 1978 41,6 21,6 63 | 1981 32,0 30,6
18 | 1981 57,2 65,9 64 | 1982 52,7 52,5
19 | 1978 18,2 43,3 65 | 1983 24,6 179,0
20 | 1981 25,8 66,7 66 | 1978 51,0 38,9
21 | 1978 86,6 45,2 67 | 1986 20,1 39,4
22 | 1979 33,7 45,0 68 | 1973 24,2 280,7
23 | 1984 34,9 38,1 69 | 1979 23,9 27,1
24 | 1979 19,2 7344 70 | 1978 57,9 45,2
25 | 1990 25,2 26,1 71| 1971 38,3 31,9
26 | 1984 44,3 855,7 72 | 1979 30,0 21,9
27 | 1983 41,6 184.,4 73 | 1982 26,2 646.,9
28 | 1981 25,8 5194 74 | 1976 43,6 37,3
29 | 1985 40,6 28,3 75| 1974 41,3 31,9
30 | 1978 24,2 15,4 76 | 1974 44,6 36,8
31| 1981 48,3 3139 77 | 1967 60,6 113,8
32| 1972 27,1 27,1 78 | 1980 47,0 40,7
33| 1975 36,0 32,9 79 | 1983 30,7 18,9
34 | 1982 33,0 56,4 80 | 1977 423 945.,5
35| 1982 67,8 769.8 81| 1976 29,1 28,3
36 | 1980 32,0 29,3 82| 1983 25,8 116
37| 1983 27,8 25,3 83 | 1978 18,2 59,4
38 | 1981 33,7 30,3 84 | 1972 17,9 15,4
39 | 1983 45,6 30,3 85| 1980 68,5 28,3
40 | 1980 41,6 9414 86 | 1986 32,0 20,6
41 | 1978 19,5 546.,9 87| 1979 40,3 150,9
42 | 1984 21,7 17,5 88 | 1980 22,0 26,8
43 | 1984 42,9 898.,9
44 | 1982 29,1 21,9
45 | 1976 63,3 50,6
46 | 1983 22,0 18,0
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2. Rezultati meritev PIGF 527 vzorcev s testom Quantikine R&D

Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
1 34,9
2 51,1
3 72,3
4 87,0
5 79,8
6 58,3
7 46,5
8 57,4
9 61,8
10 39,0
11 70,6
12 76,6
13 27,2 DA
14 63,6
15 44,7
16 88,8
17 72,5
18 55,4
19 46,5

20 38,4
21 74,7
22 38,6
23 44,1
24 53,7
25 44,3
26 87,8
27 35,8
28 42,9
29 70,8
30 55,6
31 88,4
32 23,3
33 51,1
34 76,2
35 46,5
36 58,7
37 43,1
38 20,4
39 57,4
40 27,2
41 51,9
42 37,4
43 66,5
44 35,4
45 65,9
46 26,2
47 26,8
48 63,0
49 47,4
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Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
50 44,5
51 63,6
52 58,3
53 53,7
54 42,9
55 49,4
56 70,0
57 82,1
58 254
59 60,1
60 56,6
61 57,4
62 45,7
63 414
64 24,4
65 60,1
66 81,1
67 205,1
68 76,2
69 91,9
70 42,7 DA
71 61,7
72 78,0
73 45,3
74 71,8
75 60,3
76 31,4
77 68,9
78 80,5
79 59,5
80 64,4
81 70,0
82 49,6
83 60,7
84 73,9
85 48,2
86 28,0
87 42,3
88 118,6
89 41,6
90 37,4
91 61,1
92 60,9
93 51,0
94 40,3
95 39,0
96 42,7
97 28,3
98 31,1




Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
99 79,0
100 72,3
101 102,2
102 81,7
103 51,7
104 54,1
105 48,9
106 41,8
107 44,5
108 67,0
109 73,6
110 99,9
111 87,6
112 51,2
113 70,4
114 60,2
115 74,8
116 118,6
117 41,7
118 41,6
119 54,7
120 55,8
121 65,1
122 33,8
123 89,1
124 69,8
125 100,1
126 61,7
127 52,5
128 72,9
129 56,8
130 82,2
131 79,2
132 186,5
133 63,6
134 103,3
135 173,7
136 1184
137 196,8
138 67,2
139 114,8
140 135,5
141 93,0
142 61,1
143 50,8
144 117,9
145 163,8
146 102,9
147 73,8
148 128,5
149 106,6
150 101,4
151 94,1
152 79,0
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Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
153 93,7
154 57,5
155 60,0
156 86,1
157 69,8
158 78,6
159 104,7
160 69,1
161 67,7
162 60,9
163 69,8
164 105,2
165 116,7
166 93,2
167 109,3
168 76,3
169 74,4
170 62,8
171 85,1
172 136,7
173 76,5
174 111,0
175 124,7
176 135,0
177 70,8
178 37,4
179 61,1
180 60,9
181 51,0
182 40,3
183 39,0
184 42,7
185 28,3
186 31,1
187 79,0
188 72,3
189 102,2
190 81,7
191 51,7
192 54,1
193 48,9
194 41,9
195 44,5
196 67,0
197 73,6
198 99,9
199 87,6
200 51,2
201 70,4
202 60,2
203 74,8
204 118,6
205 41,6
206 41,6




Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
207 54,7
208 55,8
209 65,1
210 33,8
211 89,1
212 69,8
213 100,1
214 61,7
215 52,5
216 72,9
217 56,8
218 82,2
219 79,2
220 186,5
221 63,6
222 103,3
223 173,7
224 118,4
225 196,8
226 67,2
227 114,8
228 135,5
229 93,0
230 61,1
231 50,8
232 163,8
233 102,9
234 73,8
235 128,5
236 106,6
237 101,4
238 94,1
239 79,0
240 93,7
241 57,5
242 60,0
243 86,1
244 69,8
245 78,6
246 104,7
247 69,1
248 67,7
249 60,9
250 69,8
251 105,1
252 116,7
253 93,2
254 109,3
255 76,3
256 74,4
257 62,8
258 85,1
259 136,7
260 76,5
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Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
261 111,0
262 124,7
263 135,0
264 70,8
265 42,6
266 31,7
267 443
268 37,3
269 57,5
270 16,0
271 443
272 28,1
273 21,1
274 28,8
275 25,8
276 51,4
277 25,8
278 35,6
279 37,3
280 22,9 DA
281 41,6
282 57,2
283 18,2
284 25,8
285 86,6
286 33,7
287 34,9
288 19,2
289 25,2
290 443
291 41,6
292 25,8
293 40,6
294 24,2
295 48,3
296 27,1
297 36,0
298 33,0
299 67,8
300 32,0
301 27,8
302 33,7
303 45,6
304 41,6
305 19,5
306 21,7
307 42,9
308 29,1
309 63,3
310 22,0
311 56,8
312 37,3
313 52,1
314 31,4




Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
315 28,7
316 35,3
317 304
318 42,6
319 28,8 DA
320 38,3
321 25,8
322 33,7
323 9,4
324 17,9
325 30,0
326 104,2
327 32,0
328 52,7
329 24,6
330 51,0
331 20,1 DA
332 24,2
333 23,9
334 57,9
335 38,3
336 30,0
337 26,2
338 43,6
339 41,3
340 44,6
341 60,6
342 47,0
343 30,7
344 423
345 29,1
346 25,8
347 18,2
348 17,9
349 68,5
350 32,0
351 40,3
352 22,0
353 49,8
354 40,5
355 30,1
356 39,7
357 25,0
358 26,1
359 59,3
360 43,0
361 41,9
362 55,0
363 28,2
364 34,4
365 55,8
366 30,6
367 43,0
368 39,4
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Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
369 55,2
370 104,3
371 40,2
372 26,1
373 29,3
374 28,8
375 21,7
376 243
377 32,0
378 65,4
379 26,1
380 24,3
381 24,0
382 24,3
383 248
384 274
385 24,8
386 26,6
387 13,0
388 39,1
389 101,7
390 23,7
391 44,4
392 25,1
393 23,0
394 26,9
395 24,0
396 36,9
397 48,4
398 41,1
399 29,6
400 21,7
401 10,2 DA
402 8,7
403 29,6
404 20,4
405 16,2
406 41,1
407 15,9
408 24,0
409 18,6
410 19,9
411 20,9
412 51,8
413 46,4
414 13,3
415 12,8 DA
416 67,4
417 17,2
418 14,5
419 27,2
420 47,8
421 18,6
422 25,1




Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
423 30,6
424 41,6
425 32,8
426 4,9
427 23,5
428 32,8
429 46,9
430 25,9
431 91,6
432 23,0
433 32,8
434 34,2
435 63,6
436 50,4
437 27,4
438 22,7
439 27,4
440 29,9
441 21,3
442 74,5
443 41,6
444 28,9
445 37,7
446 36,6
447 30,7
448 54,2
449 30,3
450 42,4
451 66,3
452 34,9
453 53,1
454 38,0
455 35,2
456 43,8
457 71,7
458 50,1
459 24,6
460 43,5
461 39,1
462 37,3
463 32,4
464 32,8
465 47,9
466 39,5
467 37,7
468 27,3
469 40,6
470 53,1
471 39,1
472 45,7
473 42,4
474 66,3
475 47,1
476 35,6
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Zap. §t. | Quantikine | Preeklampsija
477 24,9
478 38,1
479 53,4
480 20,3
481 26,2
482 22,6
483 57,9
484 45,7
485 37,7
486 35,6
487 20,9
488 19,6 DA
489 38,8
490 34,9
491 33,8
492 52,3
493 42,4
494 32,4
495 78,4
496 49,3
497 27,9
498 30,3
499 162,0
500 94,2
501 16,8
502 21,9
503 35,9
504 22,9
505 64,8
506 35,6
507 34,5
508 31,4
509 38,8
510 18,7
511 33,1
512 43,8
513 39,5
514 31,4
515 34,9
516 32,1
517 32,4
518 65,2
519 25,6
520 46,0
521 53,8
522 17,4
523 28,3
524 26,2
525 24,0
526 149,7
527 102,9




