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Naudojimo instrukcijos Imunofermentinio tyrimo rinkinys
2008-09 Skirta 96 nustatymams
PASKIRTIS

HE4 EIA yra imunofermentinis tyrimas, skirtas kiekybiniam HE4 nustatymui Zzmogaus serume.
Tyrimas yra skirtas naudoti kaip pagalbiné priemoné stebint atsaka i terapija pacientams, sergantiems
invaziniu epiteliniu kiausidziy véziu. Paciento serijinio tyrimo dél HE4 vertés turi biiti vertinamos
Dar jis yra naudojamas kartu su ARCHITECT CA 125 II ar CanAg CA125 EIA kaip pagalbiné
priemoné nustatant epitelinio kiauSidziy vézio rizika moterims, turin¢ioms darinius apatinéje pilvo
dalyje prie§ menopauzg ir po menopauzés. Rezultatai turi biiti interpretuojami kartu su kitais metodais
pagal standartines klinikinio gydymo gaires.

SANTRAUKA IR TYRIMO PAAISKINIMAS

Human epididymis baltymas 4 (HE4) priklauso iSrtigy rigstinés keturi-sulfido (WFDC) baltymu
Seimai su jtariamomis tripsino inhibitoriaus savybémis. Kiti Sios Seimos baltymai: SLPI, Elafinas ir
PS20 (WFDC1) (1, 2). HE4 genas koduoja 13kD baltyma, nors savo galutinéje glikoslizuotoje formoje
baltymas yra apie 20-25 kD, ir susideda i$ vienos baltymo grandings, turin¢ios du WFDC domenus
(3). Pirmakart HE4 buvo identifikuotas distalinio antsé¢klidzio epitelyje ir pagal kilme buvo nustatytas
kaip proteazés inhibitorius, dalyvaujantis spermatozoidy brendime (4, 5). Siandien yra nustatyta, kad
HEA4 yra ekspresuojamas keliuose normaliuose audiniuose, iskaitant kvépavimo ir reprodukciniu
audiniy bei kiausidziy vézio audiniy epitelyje. (6-10). Be ekspresijos lasteliniame lygmenyje, aukstos
iSskiriamos HE4 koncentracijos buvo aptiktos kiausidziy véziu serganciy pacienciy serume. Atlikus
atvejo/kontrolés studija, lyginant kiauSidziy véziu sergancius pacientus su sveikais ir nepiktybinémis
formomis serganciais jautrumu prie 96% specifiSkumo (11). Tolimesniame tyrime, kurio metu buvo
nustatomi zinomi kiausidziy vézio biozymenys, HE4 parodé¢ didZiausia kiausidziy vézio aptikimo
jautruma, ypatingai ankstyvojoje ligos stadijoje. Sioje studijoje, HE4 ir CA 125 kombinacija buvo
tikslesnis piktybiniy pakitimy prediktorius nei vienas $iy Zymeny, naudojamy atskirai, su 76%
jautrumu ir 95% specifisSkumu (12).

Kiausidziy vézys yra ketvirtoje vietoje visame pasaulyje pagal motery mirties atvejus, sukeltus vézio.
Mirstamumas Europoje — nuo 3.6 iki 9.3 tenka 100.000 motery (13). Kiausidziy véZio simptomai yra
susije su cisty buvimu ir daznai yra neapibréZzti bei nespecifiniai. Pirminis cistos diagnostinio
tvertinimo tikslas yra nustatyti, ar ji yra piktybiné ar gerybiné. Nustatyta, kad 5 — 10 procenty motery
Jungtinése Valstijose yra operuojamos dél itariamos kiausidziy neoplazmos, o 13 — 21 procentas Siy
motery yra nustatomi piktybiniai kiausidziy pakitimai (14). Amerikos akusSeriy ir ginekology praktikos
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gydytoju su papildoma kvalifikacija ir kompetencija kiauSidziy vézio gydyme, tokiy kaip



onkoginekologai, iSgyvenamumas yra daug didesnis nei pacienciy, kurios nebuvo gydomos
pasitelkiant toki bendradarbiavima” (15). Kadangi dauguma cisty yra piktybinés, yra labai svarbu
operatyviai nustatyti, ar pacientui yra didelé kiausidziy piktybiskumo rizika, kad uztikrinti tinkama
kartu su CT skenavimu, MRI ir CT/PET yra standartai nustatant cistos piktybiskuma (16). Nors
literatiiroje yra gausu informacijos apie tai, kuris modalumas yra tikslesnis, fizinés apzitiros, CA125 ir
vaizdo kombinacija suteikia auksciausia numanomaja verte (17-19). Pacienty su cistomis gydymo
skubumo nustatymui HE4 EIA galima naudoti kartu su ARCHITECT CA 125 II ar CanAg CA125
EIA tyrimais kaip pagalbing priemong nustatant kiausidziy epitelio vézio rizika pacientei. Rezultatai
turi biiti interpretuojami kartu su kitais metodais pagal standartines klinikinio gydymo gaires.
Papildomas HE4 EIA naudojimas yra pagalbiné priemoné stebint atsaka i terapija pacientams,
sergantiems invaziniu epiteliniu kiausidziy véziu. Rezultatai turi biiti vertinami kartu su kitais
klinikiniais metodais, naudojamais kiauSidziy vézio monitoringe.

TYRIMO PRINCIPAS

HE4 EIA yra kietos fazés, nekonkurencinis imunofermentinis tyrimas, pagristas sumustinio
technologija, naudojant du pelés monokloninius antikiinus: 2H5 ir 3D8, nukreiptus prie$ du epitopus
HE4 C-WFDC srityje. Kalibratoriai, kontrolés ir pacienty méginiai yra inkubuojami kartu su
biotiniluotu Anti-HE4 monokloniniu antikiinu (MAb) 2HS5, esanCiu streptavidinu padengtose
mikrojuostelése. Dél biotiniluoto Anti-HE4 MADb, inkubacijos metu HE4, esantis kalibratoriuose ar
méginiuose, yra adsorbuojamas i streptavidinu padengtas mikrojuosteles. Tada juostelés yra
plaunamos ir inkubuojamos HRP zymétu Anti-HE4 MADb 3D8. Po praplovimo, buferizuotas
substratas/chromogeninis reagentas (vandenilio peroksidas ir 3, 3°, 5, 5’ tetra-metil-benzidinas) yra
idedamas | kiekviena Sulinélj ir tada prasideda fermenty reakcija. Fermenty reakcijos metu atsiradusi
mélyna spalva reiskia, kad antigenas yra. Spalvos intensyvumas yra proporcingas méginyje esancio
HEA4 kiekiui. Spalvos intensyvumas yra nustatomas mikroploksteliy spektrofotometru ties 620 nm (ar
prie 405 nm po Stop tirpalo idéjimo).

Kalibracijos kreivés sukuriamos kiekvienam tyrimui, absorbcijos vert¢ palyginant su kiekvieno
kalibratoriaus koncentracija. Paciento méginio HE4 koncentracija yra skaitomos i$ kalibravimo
kreivés.

REAGENTAI

» Kiekvienas HE4 EIA rinkinys yra sudarytas i§ reagenty, skirty 96 tyrimams.

* Rinkinio galiojimo data yra nurodyta etiketéje, esancioje iSorinéje dézutés puséje.

* Nenaudokite rinkinio pasibaigus jo galiojimo datai.

» Nemaisykite skirtingy serijy reagenty.

* Rinkini laikykite prie 2—8°C. Neuzsaldykite.

» Atidaryti reagentai yra stabiliis ir neuztersti, jei yra laikomi salygomis, nurodytomis Zzemiau
esancioje lentelé¢je. Reagentai turi buti laikomi savo originaliose pakuotése ir naudojami kaip
nurodyta. Po naudojimo, nedelsiant grazinkite reagentus | 2-8°C temperatira.

Komponentas Kiekis Laikymas ir stabilumas po pirmo
naudojimo

MICROPLA

Streptavidino 1 plokstele 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
mikroplokstelé nurodytos ant plokstelés

12 x 8 duztanciy Sulinéliy, padengty streptavidinu. Po atidarymo, nepanaudotas juosteles nedelsiant
idékite i aliuminio pakuote su desikantu. Kruopsciai uzdarykite, kad pakuoté islikty sausa.




Komponentas Kiekis Laikymas ir stabilumas po pirmo
naudojimo

| CAL [HE4 [ A |
HE4 Kalibratorius A 1 x 8 mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

Fosfato buferizuotas druskos tirpalas, sudétyje turintis jaucio serumo albumino, inertisko geltono dazo
ir beazidzio antimikrobinio konservanto. Paruostas naudoti. Taip pat gali biiti naudojamas méginiy
skiedimui.

HE4 Kalibratoriai B-F 5 buteliukai, liofilizuoti Stabilumas po istirpinimo
4 savaites prie 2-8°C
4 ménesiai prie -20°C ar Zemesnés

[CAL|HE4| B |\ imL
[CAL|HE4| € |\ imL
[CAL[HE4| D | |y ime
(CALIHE4| E | yime
[CAL[HES ] F | i

Liofilizuoti kalibratoriai sudétyje turi HE4 antigena fosfato buferizuotame druskos tirpale, kurio
sudétyje yra jaucio serumo albumino, inertisko geltono dazo ir beazidzio antimikrobinio konservanto.
Pries naudojima tirpinamas distiliuotame ar dejonizuotame vandenyje.

PASTABA: tiksli HE4 koncentracija yra specifiné serijai ir yra nurodoma ant kiekvieno buteliuko
etiketés.

HE4 kontrolés 2 buteliukai, liofilizuoti Stabilumas po istirpinimo
4 savaités prie 2-8°C
4 ménesiai prie -20°C ar Sal¢iau

| CONTROL | HE4 | 1|
| CONTROL | HE4 | 2|

1x1mL

1x1mL

Liofilizuotos kontrolés sudétyje yra HE4 antigeno Zmogaus serumo matricoje ir beazidzio
antimikrobinio konservanto. Prie§ naudojima tirpinamas distiliuotame ar dejonizuotame vandenyje.

[BIOTIN| Anti-HE4

Biotinas Anti-HE4 1 x15mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

Biotin Anti-HE4 monokloninis antikiinas i§ pelés, apie 1 pg/mL. Sudétyje turi fosfato buferizuoto
tirpalo (pH 7.2), jaucio serumo albumino, blokuojanciy agenty, detergento, inertisko raudono dazo, ir
beazidzio antimikrobinio konservanto. Paruostas naudoti.




Komponentas Kiekis Laikymas ir stabilumas po pirmo
naudojimo

| CONJ | Anti-HE4

Nesé¢jas, HRP Anti-HE4 1 x 0.75 mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

HRP Anti-HE4 monokloninio pelés antikiino tirpalas, apie 40 pg/mL. Sudétyje turi beazidziy
antimikrobiniy konservanty. Prie$ naudojima atskiedziamas neséjo tirpalu (Tracer Diluent ).

Neséjo skiediklis 1 x15mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

Fosfato buferizuotas tirpalas (pH 7.2) su jauc¢io serumo albuminu, blokuojanciais agentais,
detergentais, inertiSku mélynu dazu ir beazidziu antimikrobiniu konservantu. Paruostas naudoti.

TMB HRP-Substratas 1x12mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

Sudétyje turi buferizuoto vandenilio peroksido ir 3, 3°, 5, 5” tetra-metilbenzidino (TMB). Paruostas
naudoti.

Stop tirpalas 1 x15mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant buteliuko

Sudétyje turi 0.12 M hidrochlorido rugsties. Paruostas naudoti.

WASHBUF | 25X |

Praplovimo koncentratas 1 x 50 mL 2—8°C iki galiojimo datos pabaigos,
nurodytos ant butelio

Tris-HCI buferizuotas druskos tirpalas su Tween 20. Sudétyje yra Germall II kaip konservantas. Prie$
naudojima 25 kartus skiedziamas distiliuotu ar dejonizuotu vandeniu.

Nestabilumo indikacijos
TMB HRP-Substratas turi biiti bespalvis arba §velniai melsvas. Mélyna spalva indikuoja apie reagento
uzterStuma. Reagento naudoti nebegalima.

ISPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES
In Vitro diagnostiniam naudojimui:

» Laikykités instrukcijy, pateikiamy pakuotés aprasyme. Tyrimo rezultaty patikimumas negali biiti
garantuotas, jei nebus laikomasi instrukcijy, pateikiamy pakuotés aprasyme.

« Visus pacienty méginius laikykite potencialiai infekciskais. Zmogaus kilmés reagentus ir
zmogaus meéginius rekomenduojama naudoti laikantis OSHA standarto dél kraujo kilmes
patogenu (20). Biologinio saugumo lygis - 2 (21) ar bet kurios kitos atitinkamos biologinio
saugumo priemonés turi biiti naudojamos medziagoms, kurios gali turéti infekciniy agenty.

+ Dél atlieky iSmetimo laikykités vietiniy nurodymy.



Ispéjimas

Medziagos, naudotos ruoSiant zmogaus kilmés reagentus, buvo istirtos ir nustatyta, kad jos yra
nereaktyvios su ZIV 1 ir 2 antikiinais, ZCV antikiinu ir Hepatito B pavirsiaus antigenu (HBsAg).
Kadangi joks metodas negali visiSkai uztikrinti kraujo kilmés ligy nebuvimo, Sio produkto zmogaus
kilmés reagentus reikia naudoti ir utilizuoti kaip potencialiai infekcinius.

MEGINIU SURINKIMAS IR NAUDOJIMAS

HE4 EIA yra skirtas naudoti su serumu (iskaitant seruma, surinkta atskyrimo mégintuvéliuose (SST)).
Plazma ar kiti kiino skysciai néra patvirtinti naudojimui su HE4 EIA. Krauja surinkite venos punkcijos
budu, laikydamiesi gamintojo pateikiamy instrukcijy dél mégintuvéliy naudojimo. Jei yra vertinami
serijiniai méginiai, visos studijos metu turi biiti naudojamas to paties tipo méginys. Prie§ atlickant
tyrimg, serumas gali biiti laikomas prie 2—S8°C iki 3 dieny. Jei norite laikyti ilgesni perioda —
méginius laikykite prie -40°C ar Salciau.

Meéginius ineskite { kambario temperatiira ir prie§ pradedant tyrima KRUOPSCIAI i$maisykite keleta
karty Svelniai apversdami. Méginiai, turintys dideliy kietyju daleliy, turi buti centrifuguojami prie
10.000 x g 10 minuciy pries naudojima tam, kad visos dalelés, atsiradusios atSilimo metu, biity
eliminuotos.

PROCEDURA

Reikalingos, bet su rinkiniu netiekiamos medZiagos

1. Mikroploksteliy purtyklé
Purtymas turéty biiti vidutinis - stiprus, apie 700-1100 virpesiw/min.

2. Mikroploksteliy plovyklé
Automatiné Ieksteliy plovykle, atliekanti 1, 3 ir 6 plovimo ciklus su minimaliu 350
uL/8ulinélio/plovimo cikle uzpildymo tiriu.
Jei néra naudojama automatiné mikroploksteliu plovyklé, rekomenduojama naudoti 8 kanaly
dozatoriy su vienkartiniais plastikiniais antgaliais, dozuojanciais po 350 pL.

3. Mikroploksteliy spektrofotometras
Bangos ilgis — 620 nm ir/ar 405 nm, absorbcijos ribos 0 — 3.0.

4. Tikslus dozatoriai
Su vienkartiniais plastikiniais antgaliais, dozuojantys tiiri mikrolitrais. Nereikalaujama, bet
rekomenduojama turéti 8 kanaly dozatoriy su vienkartiniais plastikiniais antgaliais, dozuojanciais
po 100 pL. Dozatoriai, tiirj dozuojantys mililitrais.

5. Distiliuotas ar dejonizuotas vanduo
HEA4 kalibratoriy, HE4 kontroliy ir skiesto praplovimo tirpalo atskiedimui.

Procediros pastabos

1. Norint tinkamai naudoti HE4 EIA rinkini, yra biitina atidziai perskaityti §i pakuotés apraSyma.
Reagentai, tiekiami kartu su $iuo rinkiniu, yra naudojami kaip neatskiriama rinkinio dalis.
NemaisSykite reagenty i$ skirtingy rinkiniy su skirtingais seriju numeriais. Nenaudokite reagenty
pasibaigus ju galiojimo datai, atspausdintai ant iSorinés rinkinio dézutés pusés.

2. Prie$ naudojima reagentams leiskite susilti iki kambario temperatiiros (20-25°C). Uzsalg méginiai
po atSildymo turi biiti sumaiSomi Svelniai bet kruops¢iai. Tam, kad gauti tikslius rezultatus,
tyrimas turi biiti atliekamas prie 20—25°C temperatiiros.

3. Pries pradedant dozuoti kalibratorius ir pacienty méginius, patartina pasizyméti juosteles, kad
tyrimo metu ir po jo méginys biity lengvai identifikuojamas.

4. Vienas i§ svarbiausiy reikalavimy EIA tyrime — veiksmingas ir kruopstus praplovimas
susiriSusiems ir nesusiriSusiems antigenams bei reagentams i$ kietos fazés susiristi su antikiiny —
antigeny kompleksais. Praplovimo veiksmingumo uZtikrinimui, kiekvieno plovimo ciklo metu,
isitikinkite, kad visi Sulinéliai yra iki galo pripildyti praplovimo tirpalu, kad tirpalas buvo
dozuotas tinkama srove, kad aspiracija tarp plovimo cikly ir po jy yra tinkama ir Sulinéliai



yra tuSti. Jei Sulinélinose yra like skyscio, kruops$ciai iSsausinkite ji sugeriamuoju

popieriumi.

- Automatiné juosteliy plovyklé: laikydamiesi gamintojo pateikiamy instrukciju dél valymo ir
palaikymo, paleiskite reikiama praplovimu cikly skai¢iy prie§ ir po kiekvieno inkubacijos
etapo. Aspiracijos/plovimo jtaisas neturéty ilga laika stovéti kairéje su praplovimo tirpalu ,
kadangi gali greitai uzsikimsti adatos, o to pasekoje — prastas skysCio padavimas bei
aspiracija.

5. TMB HRP substratas yra labai jautrus uzterStumui. Optimalaus TMB HRP substrato isSlaikymui,
reikiama kiekj ipilkite i kruopsc¢iai iSvalyta rezervuara arba vienkartini plastikini padékla, kad
iSvengtuméte reagento uzterSimo. Naudokite tik Svary vienkartini plastikini dozatoriaus antgali.

6. Dirbant su reagentais ir méginiais naudokite tik Svarius vienkartinius plastikinius dozatoriy
antgalius ir tinkama tikslia dozavimo technologija. Neleiskite, kad dozatoriaus antgalis prisiliesty
prie skyscio pavirsiaus ir taip biity i§vengta uzkrato pernesimo. Kruopstaus dozavimo technologija
yra labai svarbi dirbant su méginiais ir TMB HRP substrato tirpalu.

Reagenty paruoSimas Paruosto reagento stabilumas

HE4 kalibratoriai B-F 4 savaités prie 2—8°C
4 ménesiai prie -20°C ar $alCiau

llasinkite tiksliai 1.0 mL distiliuoto ar dejonizuoto vandens i kiekviena buteliuka. Leiskite pabiiti
maziausiai 15 minuciy iki skiedimo, o prieS naudojima — S$velniai sumaiSykite. PASTABA:
kalibratoriy koncentracija yra pateikiama ant etikeCiy ir turi buti itraukta i rezultaty apskaic¢iavimus.

HE4 1 ir 2 kontrolés 4 savaités prie 2—8°C
4 ménesiai prie -20°C ar $alCiau

llasinkite tiksliai 1.0 mL distiliuoto ar dejonizuoto vandens i kiekviena buteliuka. Leiskite pabiiti
maziausiai 15 minuciy iki skiedimo, o prie§ naudojimg — Svelniai sumaisykite. PASTABA: kontroliy
ribos yra pateiktos ant etikeciy.

Praplovimo tirpalas 2 savaités prie 2-25°C uzdarytame
konteineryje

[lasinkite 50 mL praplovimo koncentrato i Svary konteinerj ir atskieskite 25-gubai pridédami 1200 mL
distiliuoto ar dejonizuoto vandens, kad gautuméte buferizuota praplovimo tirpala.

Neséjo tirpalas 4 savaites prie 2—8 °C uzdarytame
konteineryje

Paruoskite reikalingg neséjo tirpalo kieki sumaisant 50 pL ne$éjo, HRP Anti-HE4 su 1 mL neséjo
skiediklio vienai juostelei (zitirékite Zemiau esancia lentelg):




Juosteliy skaicius Neséjas, HRP Anti-HE4 (uL) Neséjo tirpalas (mL)

1 50 1
2 100 2
3 150 3
4 200 4
5 250 5
6 300 6
7 350 7
8 400 8
9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12

Nesgjo tirpalo paruosSimui naudokite tik Svarius plastikinius mégintuvélius.

Alternatyva: Nes$¢jo, HRP Anti-HE4 turini supilkite | ne$éjo skiediklio buteliuka ir Svelniai
iSmaisykite. [sitikinkite, kad visas nes¢jo, HRP Anti-HE4 turinys pateko i neséjo skiediklio buteliuka.
PASTABA: nes¢jo darbinis tirpalas yra stabilus 4 savaites prie 2—8°C. Nepasiruoskite tirpalo daugiau
nei sunaudosite per §j laiko tarpa.

TYRIMO PROCEDURA

Kiekviena nustatyma atlikite dvigubu pakartojimu su abiem kalibratoriais, kontrolémis ir neZinomais
méginiais. Kiekvieno tyrimo metu turi bati bréziama kalibracijos kreivé. Prie§ naudojima visi méginiai
ir reagentai turi biiti inesti { kambario temperatiira (20—25°C).

1. Paruoskite kalibratorius B-F, kontroles 1 ir 2, praplovimo tirpala ir nes¢jo darbini tirpala. Labai
svarbu naudoti tik Svarius konteinerius. Atidziai laikykités instrukcijy.

2. Reikiama juosteliy kieki ikelkite | juosteliu rémeli (likusias juosteles nedelsiant grazinkite {
aliuminio pakuotg su desikantu ir kruopséiai uzdarykite). Kiekviena juostelg vienakart perplaukite
su praplovimo tirpalu. Neplaukite tokio juosteliy kiekio, kurio nebiity galima apdoroti per 30min.

3. Dozuokite 25 uL kiekvieno HE4 kalibratoriaus (CAL A, B, C, D, E ir F), HE4 kontroliy (C1, C2)
nezinomy méginiy (Unk) { juosteliy Sulinélius pagal §ia schema:

1 2 3 4 5 6 7 etc.
A Cal Cal 1
A E Inc
B Cal Cal 1
A E Inc
C Cal Cal o
B F Inc
D Cal Cal o°me
B F Inc
E Cal CH
C
F Cal C1
C
G Cal C2
D
H Cal C2
D

4. | kiekviena Sulinélj ilasSinkite100 pL Biotin Anti-HE4 naudodamiesi 100 pL tikslumo dozatoriumi
(ar 8 kanaly 100 pL tikslumo dozatoriumi). Neleiskite, kad dozatoriaus antgalis prisiliesty prie
skyscio pavirSiaus ir taip buty iSvengta uzkrato pernesimo.



5. Lékstele inkubuokite 1 valanda (£ 10 min) kambario temperatiiroje (20-25°C), nepertraukiamai
purtant 1ékstele ant mikroléksteliy purtyklés.

6. Po pirmojo inkubavimo kiekviena juostele aspiruokite ir praplaukite 3 kartus naudodami
praplovimo procediira, pateikiama skyriaus “Procediiros pastabos” 4 punkte.

7. lasinkite 100 pL ne$éjo darbinio tirpalo | kiekviena Sulinélj. Naudokite skyriaus “Procediiros
pastabos” 4 punkte apraSoma dozavimo procediira.

8. Rémeli inkubuokite 1 valanda (£ 5 min) kambario temperatiiroje (20-25°C) esant pastoviam
purtymui.

9. Po antrojo inkubavimo kiekviena juostelg aspiruokite ir praplaukite 6 kartus naudodami
praplovimo procediira, pateikiama skyriaus “Procediiros pastabos” 4 punkte.

10. [ kiekviena Sulinélj ilasinkite 100 uL. TMB HRP substrato naudodamiesi skyriaus “Procediiros
pastabos” 4 punkte apraSoma dozavimo procedira.
TMB HRP substratas turi patekti i Sulinélius kaip imanoma greiciau, o laikas tarp ilaSinimo {
pirmaji ir paskutinjji Sulinélius, negali biiti ilgesnis nei 5 minutés.

11. Inkubuokite 30 min. (£ 5 min.) kambario temperatiroje (20-25°C) esant pastoviam purtymui.
Venkite tiesioginés saulés Sviesos.

12. Nedelsiant nuskaitykite absorbcija prie 620 nm mikroléksteliy spektrofotometru.

Galimybé
Jei laboratorijoje néra mikroléksteliy skaitytuvo, galinc¢io nuskaityti prie 620 nm, absorbcija gali biiti
nustatoma kaip apraSyta 12 punkte:

12. Alternatyva - ilasinkite 100 pL Stop tirpalo, iSmaiSykite ir nuskaitykite absorbcija prie 405 nm
mikroléksteliy spektrofotometru per 15 minuciy po Stop tirpalo idéjimo.

Matavimo ribos

HE4 EIA matuoja koncentracijas nuo 15 iki 900 pM. Jei HE4 koncentracija virSija numatytaja riba,
pries tyrima rekomenduojama méginius praskiesti HE4 kalibratoriumi (zr. “Skiesty méginiy rezultaty
apskaiciavimas”).

Kokybés kontrolé

HE4 kontrolés 1 ir 2 turi biiti naudojamos kiekvienos tyrimo serijos patvirtinimui. Tikétiny rezultaty
ribos yra pateiktos ant buteliuky etikeciy.

HE4 tyrimo rezultatai turi biiti laikomi teisingais, jei:

- Kontrolés dublikaty vidutinés vertés yra nurodytose ribose.

- Kalibratoriy B-F ir kontroliy dublikaty pakartojimo CV nevirsija 15%.

- Kalibratoriaus A (nulinio) dublikato pakartojimy skirtumas néra didesnis nei 0.06 OD vienety.

Jei tyrimo kalibratoriaus ar kontrolés rezultatai yra klaidingi, biitina patikrinti reagentus, dozatoriy
tiksluma, 1éksteliu plovéjo ir skaitytuvo veiksminguma bei pakartoti tyrima. Kiekviena laboratorija
gali pasiruosti savo skirtingy lygiy serumo misinius, kurie gali biiti naudojami kaip vidinés kontrolés,
kad uztikrinti tyrimo preciziSkuma.

Referentiné medziaga

Kadangi néra jokiy bendry referentiniy medziagy HE4 antigenui, HE4 EIA kalibratoriaus vertés yra
pasirenkamos pagal vidinius referentinius standartus.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS

Jei yra naudojamas spektrofotometras yra su jdiegta duomeny apskaiCiavimo programa, pagal
spektrofotometro naudojimo instrukcijas sukurkite programa naudojant koncentracijas, pateikiamas
ant kiekvieno HE4 kalibratoriaus buteliuko etiketés.
Automatiniam HE4 rezultaty apskai¢iavimui rekomenduojama naudoti viena Siy metoduy:
* Kubinio lanko kreivés (cubic spline curve) metodas. Kalibratorius A turi biiti jtrauktas i kreive su
0 pM verte.
* Interpoliacija su “taskas prie tasko” (point-to-point) vertinimu. Kalibratorius A turi biiti itrauktas {
kreive su 0 pM verte.



» Kvadratinés kreivés (quadratic curve) metodas. Kalibratorius A turi biiti jtrauktas i kreive su
0 pM verte.

PASTABA: 4-parametry linijiniai progresijos vertinimo metodai neturi biiti naudojami. Atliekant
rankinj jvertinima, Kalibracijos kreivé yra sudaroma kiekvieno HE4 kalibratoriaus gautas absorbcijos
(A) vertes atidedant prie$ atitinkama HE4 koncentracija pM verte.
Tada nezinomos HE4 koncentracijos gali biiti nuskaitomos i§ Kalibracijos kreivés naudojant kiekvieno
paciento viduting absorbcijos verte.
Skiesty méginiy rezultaty apskaiciavimas
Jei pradiniame tyrime méginiai rodo HE4 lygi didesni nei 900 pM, méginiai turi buti skiedziami
santykiu 1/10 ir 1/100 su HE4 kalibratoriumi A, kad gautumeéte tikslia HE4 koncentracija méginiuose.
- 1/10 skiedimas = 50 pL méginio + 450 pL HE4 kalibratoriaus A
- 1/100 skiedimas = 50 pL su 1/10 skiedimu + 450 uL. HE4 kalibratoriaus A
Neskiesto méginio HE4 koncentracija yra apskaiciuojama Sitaip:
- Skiedimas 1/10: 10 x iSmatuota verté
- Skiedimas 1/100: 100 x iSmatuota verté

KiauSidzZiy naviky rizikos algoritmas (ROMA), skirtas kiauSidZiy epitelinio véZio rizikos
nustatymui moterims su dariniais apatinéje pilvo dalyje prie§ menopauze ir po jos.

Prognozinio indekso apskaiciavimas

Prognozinis indeksas (PI) yra skaiCiuojamas skirtingai moterims prie§ menopauzg¢ ir moterims po
menopauzeés naudojant lygtis (1) ir (2), pateikiamas zemiau. Norint apskaiciuoti PI, tyrimo vertés,
gautos i§ HE4 EIA ir ARCHITECT CA125 II arba CanAg CA125 EIA tyrimy, atitinkamai, yra
istatomos i zemiau pateikiamo algoritmo atitinkama lygti, priklausomai nuo to, ar moteris yra pries
menopauzes laikotarpyje ar po jo.

(1) Moterys prie§ menopauze
Prognozinis indeksas (PI) =-12.0 + 2.38*LN[HE4] + 0.0626*LN[CA125]

(2) Moterys po menopauzés
Prognozinis indeksas (PI) = -8.09 + 1.04*LN[HE4] + 0.732*LN[CA125]

ROMA vertés apskaiciavimas

Norédami apskaiciuoti ROMA vertg (t.y. prognozing tikimybe), apskaiiuota prognozinio indekso
vertg jrasykite i lygti (3):

(3) ROMA verté (%) = exp(PI) / [1 + exp(PI)] *100

Zemiau pateikiami pavyzdziai gali biiti naudojami PI ir ROMA veriy patvirtinimui:

Menopauzés HE4 | CA125 PI apskaiciavimas PI ROM
Biisena (pM) | (U/mL) A (%)

Pries 37,5 74,9 -12,0+(2,38*3,624)+(0,0626*%4,316) | -3,10388 4,29
menopauze
Pries 386,6 | 21,8 -12,0+(2,38%5,957)+(0,0626*3,082) | 2,371517 91,5
menopauze
Po 66,7 11,3 -8,09+(1,04*4,200)+(0,732*2,425) -1,94683 12,5
menopauzes
Po 383,1 22,7 -8,09+(1,04%5,948)+(0,732*3,122) 0,381799 59,4
menopauzes




PROCEDUROS APRIBOJIMAI

Pacienciy, kurioms yra patvirtintas kiausidziy vézys, HE4 tyrimo verté gali visiSkai nesiskirti nuo
sveiky motery. Tam tikri kiau$idziy vézio, t.y. mucino ar germiniy lasteliy augliy, histologiniai tipai
retai ekspresuoja HE4, todél néra rekomenduojama stebéti HE4 pacientéms su zinomu mucino ar
germiniy lasteliu véziu (7). Kita vertus, padidéjes HE4 antigeno lygis gali pasireiksti asmenims su
nepiktybiniu susirgimu. Todél HE4 negali buti naudojamas kaip absoliutus piktybinio susirgimo
buvimo ar nebuvimo irodymas. HE4 tyrimas negali buti naudojamas vézio skryninge. Tyrimo
rezultatai turi biti interpretuojami tik kartu su kitais susirgimo diagnozavimo tyrimais ir procediiromis
bei atsizvelgiant i paciento gydyma. HE4 tyrimas negali pakeisti nustatyty klinikiniy tyrimuy.
Kiausidziy piktybiniy naviky algoritmas néra patvirtintas Sioms pacienty grupéms: pacientai, anksciau
gydyti nuo piktybiniy naviky, pacientai gydomi chemoterapija ir pacientai < 18 mety. Matematiné
funkcija, vadinama kiausidziy navikuy rizikos algoritmu (ROMA), priklauso nuo iki menopauzinés ar
po menopauzinés moters buklés. Menopauziné buklé turi biiti grindziama kiausSidziy funkcijos
jtraukiamas amzius, Seimos istorija, klinikinés isvados ar echoskopijos rezultatai. Si verté turi bati
vertinama kartu su auk$¢iau minétais parametrais.

Nepavykus atlikti HE4 EIA ir/ar CA125 tyrima kaip nurodyta, ar rezultaty apskaiciavime atsiradus
klaidai, rizikos ivertinimas bus netikslus, o pacientei bus paskirtas netinkamas gydymas. Specifiskai,
klaidingai Zzemas tyrimo rezultatas gali biti interpretuojamas, kad pacienté yra mazesnés kiausidziy
epitelinio vézio susirgimo rizikos grupé¢je, taip pacientei suteikiant maziau specializuota medicining
prieziiira. Tyrimo rezultaty naudojimas neatsizvelgiant i kitas laboratorines iSvadas, echoskopijos
tyrima bei klinikinj jvertinima, gali sukleti pavoju.

Anti-reagento antikiinai (zmogaus anti-pelés antikiinas (HAMA) ar heterofiliniai antiktinai), esantys
pacientés méginyje, gali interferuoti su tyrimu, nepaisant to, kad buferiuose yra idéta specifinio
blokuojanciy agenty. Tyrimas turi biiti atliekamas reguliuojamos temperatiiros patalpoje, kadangi
inkubacija, atlickama aukstesnéje temperatiiroje nei rekomenduojama (20 - 25°C), gali sukelti
klaidingai Zemus rezultatus.

TIKETINOS VERTES
HE4 lygiy pasiskirstymas 1147 méginiuose yra pavaizduotas Zemiau esancioje lenteléje:

HE4 tyrimo ver¢iy pasiskirstymas

Subjekty 0- 150.1 - 300.1- >500
skaicius 150 pM 300 pM 500 pM pM
AKIVAIZDZIAI SVEIKI
Moterys (prie§ menopauzg) 76 72 3 0 1
Moterys (po menopauzes) 103 97 5 0 1
GERYBINE BUKLE
Neéstumas 22 21 1 0
Gerybinis ginekologinis 347 324 18 1 4
susirgimas
Kiti gerybiniai susirgimai 108 82 8 7 11
Hipertenzija/Kong. 96 75 16 2 3
Sirdies nepakankamumas
Vézys
Kiausidziy vézys 127 27 18 21 61
Krities vézys 46 40 4 2 0
Plauciy vézys 50 29 15 6 0
Endometriumo vézys 116 86 15 4 11
Virskinamojo trakto vézys 56 47 8 0 1
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Sioje studijoje 94.4% sveiky motery HE4 tyrimo verté buvo 150 pM ar Zemiau. Kiekvienai
laboratorijai yra rekomenduojama pasitvirtinti savo referenting populiacijos vertg.

Pacien¢iy, serganciy kiausidZziy véziu, ligos buiklés stebéjimas

HE4 EIA, kaip pagalbinés pacienciy, serganciy kiausidziy véziu, ligos biiklés steb¢jimo priemonés,
efektyvumas buvo nustatytas jvertinant HE lygio pakitimus serijiniuose serumo méginiuose,
surinktuose i§ 80, palyginti su ligos buklés pasikeitimu. Studijoje buvo naudojamos 354 stebéjimy
poros su vidutiniu 4.4 paciento stebé&jimy skai¢iumi. HE4 teigiamas pasikeitimas buvo
charakterizuojamas kaip vertés, kuri buvo maziausiai 25% didesné nei pries tai buvusi tyrimo verte,
padidéjimas. Vertinant $j lygio pakitima, yra atsizvelgiama i tyrimo kintamuma ir biologini
kintamuma. Sesiasdesimt procenty (60%) arba 76/126 pacien¢iy méginiy su teigiamu pasikeitimu,
koreliavo su ligos progresija, o septyniasdeSimt penki procentai (75%) arba 171/228 pacienciy
serijiniy méginiy be jokiy zymiy HE4 vertés pakitimy, su progresija nekoreliavo. Bendras atitikimas
studijoje buvo septyniasdedimt procenty (70% arba 247/354). Zemiau esan¢ioje lenteléje duomenys
yra pateikiami 2 x 2 formatu.

Ligos buiklés pakitimas nuosekliose porose

HE-4 koncentracijos padidéjimas Progresija Jokios progresijos IS viso
>25% 76 57 133
=25% 50 171 221
IS viso 126 228 354

Zemiau pateikiamoje lenteléje pasiskirstymas yra pateikiamas pacientés atzvilgiu. Devyniasdesimt trys
procentai (93%) arba 54/58 paciento serumo rinkiniy su teigiamu pakitimu koreliavo su ligos
progresija, o trisdeSimt du procentai (32%) arba 7/22 paciento serumo rinkiniy be jokio Zymesnio HE4
vertés pakitimo, su progresija nekoreliavo. Bendras atitikimas studijoje buvo septyniasdeSimt Sesi
procentai (76 %) arba 61/80.

Ligos biuiklés pakitimas pacientei

HE-4 koncentracijos padidéjimas Progresija Jokios progresijos IS viso
>25% 54 15 69
325% 4 7 11
IS viso 58 22 80

Pacienc¢iy su dariniais apatinéje pilvo dalyje, rizikos jvertinimas

HE4 EIA efektyvumas naudojant su CA125, atliktu su ARCHITECT CA125 II tyrimu arba CanAg
CA125 EIA, dél epitelinio kiausidziy vézio rizikos jvertinimo pacientéms su dariniais apatinéje pilvo
dalyje, buvo vertinamas atliekant perspektyvini klinikini bandyma keliuose centruose vienu metu,
dalyviams vienas apie kita nezinant it vertinima atliekant dvigubu pakartojimu. Algoritmas (ROMA)
buvo sukurtas epitelinio kiausidziy vézio rizikai ivertinti. Algoritme yra jtrauktos HE4 ir CA125 vertés
bei pacientés menopauzeés statusas. Algoritmo pagalba yra apskaiCiuojama prognoziné galimybé dél
epitelinio kiausidziu vézio aptikimo operacijos metu. Perspektyviojoje studijoje i$ viso dalyvavo 502
pacientés. Studijos metu buvo nustatyta prognoziné epitelinio kiausidziy vézio galimybé ir remiantis
ROMA vertémis buvo atskirtos dvi — aukstos ir Zemos — rizikos grupés.

Augantis ROMA verciy pasiskirstymo daznis gerybiniais ir kiausidziy vézio atvejais, iskaitant Zemo
piktybiskumo potencialo auglius (LMP), atitinkamai naudojant algoritma, yra pavaizduotas 1 ir 2
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paveiksléliuose. Lentelése 1 ir 2 vaizduojama HE4 EIA ir ARCHITECT CA125 II tyrimy
kombinacija, lentelése 3 ir 4 - HE4 EIA ir CanAg CA125 EIA kombinacija. Pasiskirstymo daznio
grafos iliustruoja pacienty su gerybiniais susirgimais ir epiteliniu kiausidziy vézio (iskaitant LMP)
pasiskirstyma ties skirtingais ROMA verciy taskais.

Pav. 1 Augantis ROMA verciy pasiskirstymo daznis moterims prie§ menopauze. HE4 EIA +
ARCHITECT CA125 1II tyrimy kombinacija.
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Pav. 2 Augantis ROMA ver¢iy pasiskirstymo daznis moterims po menopauzés. HE4 EIA +
ARCHITECT CA125 1II tyrimy kombinacija.
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Pav. 3 Augantis ROMA verciy pasiskirstymo daznis moterims prie§ menopauze. HE4 EIA + CanAg
CA125 EIA kombinacija
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Fig. 4 Augantis ROMA verc¢iy pasiskirstymo daznis moterims po menopauzés. HE4 EIA + CanAg
CA125 EIA kombinacija.
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Stratifikacija | Zemos ir aukstos rizikos grupes

Kiausidziy piktybiniy dariniy algoritmas buvo naudojamas skirstant moteris i rizikos grupes, kad bty
galima aptikti kiau$idziy epitelini véZi. Zemiau pateikti slenkstiniai taskai buvo naudojami tam, kad
numatyti 75% specifiskumo lygi HE4 EIA ir ARCHITECT CA125 II tyrimy kombinacijai:

Moterys prie§ menopauze

ROMA verté > 13.1% = auksta epitelinio kiausidziy vézio rizika

ROMA verté < 13.1% = zema epitelinio kiausidziy véZzio rizika

Moterys po menopauzés

ROMA verté > 27.7% = auksta epitelinio kiausidziy vézio rizika

ROMA verté < 27.7% = auksta epitelinio kiausidziy vézio rizika

Rizikos skirstymas i didele rizika dél epitelinio kiausSidziuy vézio pacientéms su cistomis naudojant
ROMA vertes prie 75% specifiSkumo, yra pateikiamas 1 lenteléje, iskaitant rizikos paskirstyma,
atlikta atskiroms prie§ menopauzés ir po menopauzeés pacienciy grupéms. Pacienciy su I-1V stadijos
epiteliniu kiausidziy véziu stratifikavimo { aukstos rizikos grupe jautrumas buvo 94%, specifiskumas -
75%, o 75% motery su gerybiniais dubens srities dariniais buvo klasifikuotos kaip Zemos rizikos
grupé.. Teigiama ir neigiama prognozinés vertés atitinkamai buvo 58 % ir 97%.

1 lentelé: epitelinio kiausidziy vézio (Epithelial Ovarian Cancer (EOC)) rizikos stratifikavimas {
auksta ir Zema pacientéms su cistomis, naudojant HE4 EIA ir ARCHITECT CA125 II tyrimy
kombinacija, kad apskaiciuoti ROMA verte.

Stratifikavimo | prieSmenopauzing aukstos rizikos grupe slenkstinis taSkas prie 75%, specifiSkumo
lygis - > 13.1%,

Stratifikavimo { pomenopauzing aukstos rizikos grupg slenkstinis taSkas prie 75%, specifiskumo lygis
>27.7%.
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Moterys pries§ Moterys po Moterys pries§

menopauze menopauzés menopauze ir po

n =234 n =268 jos

n =502

Stadija I - IV EOC ir 26/34 (76%) 108/117 (92%) 134/151 (89%)
LMP kartu
Zemas piktybiskumo | 10/16 (63%) 3/6 (50%) 13/22 (59%)
potencialas
Stadija I-11 EOC 6/7 (86%) 24/28 (86%) 30/35 (86%)
Stadija I — IIICa 7/8 (88%) 35/39 (90%) 42/47 (89%)
EOC
Stadija I -1V 16/18 (89%) 105/111 (95%) 121/129 (94%)
EOC

A T—1IIb stadijos ir IIIC stadijos (Omentum neigiamas, limfiniy mazgy — teigiamas) epitelinis
kiausidziy vézys

Néra jokiy statistiskai svarbiy jautrumo ir specifiSkumo skirtumy tarp ROMA vertés, naudojant
ARCHITECT CA125 II ar CanAg CA 125 EIA vertés diferencijuojant gerybinius susirgimus ir
epitelinj kiausidziy veézi. Naudojant CanAg CA 125 EIA + HE4 EIA tyrimy kombinacija, pacienciy,
serganciy I-1V stadijos epiteliniu kiausidziy véziu, stratifikavimo i aukstos rizikos grupg jautrumas
buvo 93%. Teigiamos ir neigiamos prognozinés vertés atitinkamai buvo 57% ir 97%. Reikia
pazyméti, kad skirtingi slenkstiniai taskai rizikos stratifikacijoje j auksta ir Zema grupes, turi
remtis naudojamu CA 125 tyrimu.

Zemiau pateikiami slenkstiniai taskai buvo naudojami tam, kad i§gauti 75% specifiskumo lygi CanAg
CA 125 EIA + HE4 EIA tyrimy kombinacijai:

Moterys prie§ menopauze

ROMA verté > 12.5% = auksta epitelinio kiauSidziy vézio aptikimo rizika
ROMA verte < 12.5% = Zzema epitelinio kiauSidziy vézio aptikimo rizika
Moterys po menopauzés

ROMA verté > 14.4% = auksta epitelinio kiauSidziy vézio aptikimo rizika
ROMA verte < 14.4% = zema epitelinio kiauSidziy vézio aptikimo rizika

Klaidingai neigiami rodikliai ir procentas epitelinio kiausidziy vézio, stratifikuojamo { Zemos rizikos
grupg pacientéms su cistomis, naudojant ROMA vertg ties 75% specifiSkumo, yra pateikiami 2
lenteléje. Stratifikavimo i aukStos ir zemos rizikos grupes naudojant ROMA algoritma prie 75%
specifiSkumo lygio, rezultate klaidingai neigiamy rodikliy buvo 6.2%. Trys (3) procentai visy atveju,
stratifikuoty | zemos rizikos grupe, atskleidé epitelinio kiausidziy vézio buvima.

2 lentelé. Klaidingai neigiami rodikliai (FNR) ir epitelinio kiausidziy vézio procentas tarp visy atveju,
stratifikuoty | Zema rizikos grupg pacientéms su cistomis, naudojant ROMA vertg.

Prie$ menopauzinis slenkstinis taskas stratifikacijai i zemos rizikos grupe ties 75% specifiSkumo lygiu
<13.1%, po menopauzinis slenkstinis taskas stratifikacijai { zemos rizikos grupg ties 75%
specifiskumo lygiu < 27.7%.

Epitelinis kiauSidziy | Klaidingai neigiami rodikliai VéZzio procentas Zemos rizikos
veézys® (KNR) grupéje
Klaidingai | VéZysi§ | KNR" | Klaidingai | Teisingas (%)*
neigiamas | viso neigiamas | teigiamas
veézys vezZys gerybiskumas
Prie§ menopauze 2 18 11.1% 2 149 1.3%
Po menopauzés 6 111 5.4% 6 113 5.0%
Visos pacientés 8 129 6.2% 8 262 3.0%
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* Zemo piktybiskumo potencialo augliai (ZPP) nejtraukti; "KNR= klaidingai neigiami/(teisingai
teigiami + klaidingai neigiami); ‘klaidingai neigiami/(teisingai neigiami + klaidingai neigiami)

ATLIKIMO CHARAKTERISTIKA

PreciziSkumas

HE4 tyrimo preciziskumas yra < 15% bendro CV. Atlikta studija buvo atlikta pagal NCCLS (CLSI)
direktyvas EP5-A2 (22). Keturiy serumu panelis buvo tiriamas 20 dieny naudojant dvieju seriju
reagentus dvigubu pakartojimu dviem skirtingais laikais. Sios studijos apibendrinti duomenys yra
pateikiami Zemiau.*

Méginys | Reagento | n Vidutiné Tyrimo Tyrimo IS viso | IS viso
serija koncentracija ribose SD ribose SD CV%
(PM) (PM) CV% | (pM)
1 1 80 50.3 0.81 1.6 2.34 4.7
2 80 48.0 0.69 1.4 2.17 4.5
2 1 80 75.3 1.81 24 2.96 3.9
2 80 72.4 1.73 24 4.70 6.5
3 1 80 255 5.68 24 12.0 4.7
2 80 242 5.21 2.2 12.8 5.3
4 1 80 407 6.22 1.5 14.5 3.6
2 80 385 8.71 2.3 21.6 5.6

*Pavyzdiniai duomenys; individualiose laboratorijose rezultatai gali skirtis nuo $iy duomeny.

Aptikimo riba

HE4 EIA tyrimo aptikimo riba yra < 15 pM. Aptikimo riba (LoD) atitinka virSuting riba su 95%
pasikliovimo intervalu ir rodo Zemiausiag HE4 antigeno koncentracija, kuri gali biiti atskiriama nuo
nulio. NCCLS direktyva EP17-A (23) buvo naudojama atlickant LoD eksperimentus. Tyrimas buvo
atlickamas kai HE4 kalibratorius A (nulis) ir 4 sveiky subjekty méginiai, skiesti 5 pM méginio
skiedikliu (Sample Diluent) buvo tiriami 24 pakartojimais tyrimo serijoje atliekant 4 tyrimy serijas
dviem skirtingomis dienomis. LoD buvo apskaiCiuota Sitaip:

LoD (pM) =5.0 pM x (1.65 x SDO + 1.65 x SD5) / (OD5 - OD0)

Apskaiciuota, kad HE4 EIA rinkinio aptikimo riba yra < 2.5 pM.

Funkecinis jautrumas

HE4 EIA tyrimo funkcinis jautrumas yra < 25 pM. Funkcinis jautrumas yra iSreiskiamas kaip analités
koncentracija, prie kurios CV yra 20%. NCCLS direktyva EP5-A2 (22) buvo naudojama atliekant
eksperimentus funkcinio jautrumo nustatymui. Tyrimas buvo atlickamas penkiy nariy jautrumo paneli
20 dieny tiriant 4 pakartojimais 2 tyrimy serijose dviem skirtingomis dienomis su dviem reagenty
serijomis. Nustatyta, kad HE4 EIA funkcinis jautrumas yra <5 pM.

Atstatymas

Vidutinis HE4 EIA tyrimo atstatymas yra 100 £ 15%. Studija buvo atlikta i sveiko Zmogaus serumo
méginius idéjus pacienty méginiy su zinoma HE4 koncentracija, skiediniu. HE4 koncentracija buvo
nustatyta naudojant HE4 EIA tyrima, taip apskai¢iuojant atstatymo procenta. Sios studijos apibendrinti
duomenys yra pateikiami Zemiau.*
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Méginys Endogeninio HE4 antigenas Gauta HE4 Atstatymo
tyrimo verté (pM) jdétas (pM) tyrimo verté procentas®* %
(M)
1 44.6 15 60.6 102
75 96.0 89
350 397 96
650 686 96
2 41.1 15 55.7 929
75 95.2 91
350 400 98
650 657 93
3 40.6 15 54.0 97
75 95.1 91
350 403 99
650 680 96
4 46.6 15 63.3 103
75 106 97
350 410 929
650 645 90
5 40.2 15 56.5 102
75 102 98
350 402 99
650 676 96

Nustatyta, kad vidutinis atstatymas tarp keturiy atskiry auks¢iau pavaizduoty koncentracijy, yra 97%.
*Pavyzdiniai duomenys; individualiose laboratorijose rezultatai gali skirtis nuo $iy duomeny.
**06 Atstatymas = gauta HE4 koncentracija (pM)/endogeninis HE4 konc. (pM) + HE4 pridéta (pM)

AukStos koncentracijos kablio efektas

Aukstos koncentracijos kablio efektas yra fenomenas, kai labai auksty koncentracijy méginiai gali buti
nuskaitomi dinaminése tyrimo ribose. HE4 EIA kablio efektas nebuvo pastebétas su meéginiais,
turinciais iki 300 000 pM HE4 natyvaus antigeno.
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Skiedimo linijiSkumas
HE4 EIA tyrimo vidutinis skiedimo linijiskumas yra 100 + 15%. Studija buvo atlikta formuojant HE4
EIA pagal NCCLS (CLSI) direktyva EP6-A (24). Serumo méginiai su padidintomis HE4 vertémis
buvo skiedziami su HE4 kalibratoriumi A (nulis). HE4 koncentracija buvo nustatyta kiekvienam
skiedimui ir buvo apskaiGiuotas atstatymo procentas (%).Sios studijos apibendrinti duomenys yra

pateikiami Zemiau.*

Méginys Galutinis skiedimo Gauta verté Tikétina verté Atstatymo
faktorius (pM) (pM) procentas**
(Y0)
1 Neskiestas 889.6 889.6 100
1:1.25 720.0 711.7 101
1:1.7 543.1 533.8 101
1:2 450.6 444.8 101
1:2.5 345.9 355.8 97.2
1:5 183.6 177.9 103
1:10 97.6 89.0 109
1:20 49.1 44.5 110
1:40 25.9 22.2 116
2 Neskiestas 697.0 697.0 100
1:1.25 544.9 557.6 97.7
1:1.7 429.8 418.2 103
1:2 361.1 348.5 104
1:2.5 275.9 278.8 99.0
1:5 134.5 1394 96.5
1:10 74.4 69.7 107
1:20 39.1 34.9 112
1:40 21.0 17.4 120
3 Neskiestas 680.2 680.2 100
1:1.25 499.7 544.2 91.8
1:1.7 354.4 408.1 86.8
1:2 296.7 340.1 87.2
1:2.5 247.2 272.1 90.9
1:5 124.9 136.0 91.8
1:10 61.7 68.0 90.7
1:20 34.6 34.0 102
1:40 18.4 17.0 109

Vidutinis atstatymas tarp triju skiesty méginiy = 101%
*Pavyzdiniai duomenys; individualiose laboratorijose rezultatai gali skirtis nuo $iy duomeny.
**05 Atstatymas= HE4 gauta koncentracija x skiedimo faktorius / neskiesta HE4 koncentracija.
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Analitinis specifiSkumas

HE4 EIA tyrimo vidutinis specifiSkumas yra 100 £ 15%. Atstatymo studijos buvo atlickamos lyginant
seruma su zemiau iSvardintais tam tikry koncentracijy junginiais su kontroliniu serumu. NCCLS
direktyva EP7-A (25) buvo naudojama atliekant interferencijos eksperimentus. Zemiau pateikiamos
medziagos ir koncentracijos buvo tirtos dél interferencijos su tyrimu. Nustatyta, kad jos su tyrimu
neinterferuoja.

Endogeninio serumo interferencijos Tyrimo koncentracija
Trigliceridai 30 mg/mL

Bilirubinas 0.2 mg/mL
Hemoglobinas 10 mg/mL

Bendras baltymas 120 mg/mL
Chemotherapiniy vaisty interferencijos Tyrimo koncentracija
Karboplatinas 500 pg/mL

Cisplatinas 165 pg/mL
Klotrimazolas 0.3 pg/mL
Ciklofosfamidas 500 pg/mL
Deksametazonas 10 pg/mL
Doksorubicinas 1.16 pg/mL
Leukovorinas 2.68 pg/mL
Melfalanas 2.8 ug/mL
Metotreksatas 45 pg/mL
Paklitakselis 3.5 ng/mL

Potencialiai interferuojancios klinikinés salygos

HE4 EIA tyrimas buvo vertinamas naudojant méginius su HAMA ir reumatoidiniu faktoriumi (PF) dél
iSsamesnio tyrimo specifiSkumo. Penki HAMA teigiami méginiai ir penki RF teigiami méginiai buvo
tvertinti dél % atstatymo su HE4 antigenu, idétu { kiekviena mégini po 50-450 pM. Vidutiniai
apibendrinti atstatymo rezultatai yra pateikiami zemiau esancioje lentel¢je. ™

Klinikiné biiklé Méginiy skaicius Vidutinis % atstatymas
HAMA 5 101
RF 5 95

*Pavyzdiniai duomenys; individualiose laboratorijose rezultatai gali skirtis nuo $iy duomenu.
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Protokolas
HE4 EIA 404-10

WVisus komponentus pasiruoékite 18kart pries naudojima. Praplovimo ir inkubacijos salygos turi atitiki nurodytas instrukeijoje.
Pastaba: norint gauti tikslius rezultatus, tyrimas turi biti atliekamas 20-25°C.

Etapas

2
T

Procediira

Paruoskite HE4 kalibratonus

Paruoskite HE4 kontroles

Paruoskite plovimo tirpalg

Paruoskite neséjo tirpaly

EH
=
-
o
=
=
Er
=
&z
z
-

B.CDEF
CONTROL
12

HE4

WASHBUF | 25X

| kiekviena butelinka glasmkite lmlL distilinoto ar
dejonizuoto vandens ir dvelnian ismaisvkite. Leiskite
pastovét maziausial 15 min. PASTABA: tksh
kiekvieno kalibratoriaus koncentracija yra nurodyta
etiketéje. Stabilumas atskiedus: 4 savaités prie 2-8°C.

50 mL plovime koncentrato skieskite su 1200 mL
distilinoto ar dejonizuoto vandens.

Summsykite 50 pL neséjo, HRP Anti-HE4 su 1 mL
neseéjo skiediklio vienal juostelen:

Alt. 12 Prdékate Stop tirpalo

Alt.13 Sumaisvkie

STOP

MICROPLA

CONJ Juosteliy  NeSéjas, Neiddjo
skaicius HRP Anti-HE4 (nL) skiediklis (L)
1 50 1
2 100 2
3 150 3
4 200 4
b 250 3
6 300 6
7 350 7
8 400 8
9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12
2. Plovimas MICROPLA Kiekviena sulmelj gerai i5plaukite plovimo tipalu.
Naudokite rankine arba automatine plovvkle.
3. Pridekite kalibratoriy, kontroliy 25 uL j kiekviena Sulinelj
Ir meginiy AB.CD.EF
CONTROL |HE4 |
12
4. Pridekite Biotin Anti-HE4 BIOTIN| Antl-HE4 100 pL j kiekviena sulinelj
5. Inkubuokite MICROPLA 1 val. purtymo prie 20-25°C
6. Plovimas MICROPLA Kiekviena sulinélj plovime tirpalu plaukite tris
kartus. Naudokite ranking arba automating plovykle.
7. Prideékite nes¢jo tirpalo ;ﬁtﬁiﬁ]:ﬂ“m{; 100 pL i Kiekviena sulineli
8. Inkubuokite MICROPLA 1 val. purtymo prie 20-25°C
9. Plovimas MICROPLA Kiekviena sulinélj plovimeo tirpalu plaukite sesis
kartus. Naudokite rankine arba automating plovykle,
10, Prdékite TMB HRP-substrato m 100 pl.  kiekviena sulinely
1. Inkubuokite MICROPLA 30 min. purtymo prie 20-25°C
12, Nuskaitykite absorbeija MICROPLA 620

100 pL 1 kaekviena Sulinél

Leiskite susumaisyn prie 20-25°C

Alt 14 Nuskaitykite absorbeija

MICROPLA

Nuskaitykite prie 405 nm per 15 min.
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