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POUZITIE

Suprava HE4 EIA je uréena pre kvantitativhe stanovenie HE4 v ludskom sére.

Suprava je uréenda na pouzitie ako pomoc pri monitoringu odpovede na terapiu pacientov s invazivnym
epitelialnym ovarialnym karcinbmom. Stanovovanie hladin HE4 v sére musi byt pouZité v spojeni s
ostatnymi klinickymi metédami na monitoring ovarialneho karcinomu.

Dalej je odportgané pouzitie setu spolu s ARCHITECT CA 125 II, alebo CanAg CA125 EIA ako
pomoc pri vypocitavani rizika epitelialneho karcindmu ovarii u Zien v premenopauze a postmenopauze
so zistenym tumorom v oblasti malej panvy. Vysledky musia byt interpretované v spoijitosti s ostatnymi
metddami v sulade so Standardnymi klinickymi postupmi.

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE TESTU

Ludsky nadsemennikovy protein 4 (HE4, Human epididymis protein 4) patri do skupiny WFDC
proteinov (whey acidic four-disulfide core protein) s pravdepodobnou trypsin inhibi¢nou aktivitou.
Ostatné proteiny v tejto skupine zahriuju SLPI, Elafin a PS20 (WFDC1) (1, 2). Gén HE4 koduje 13kD
protein, napriek tomu vo svojej rozvinutej glykozylovanej forme ma protein 20-25 kD a pozostava z
jedného peptidu obsahujuceho dve WFDC domény (3). HE4 bol ako prvy identifikovany v epiteli
distalneho nadsemennika a pévodne pokladany za inhibitor proteazy pri dozrievani spermii (4, 5).
Doterajsie publikacie uvadzali, ze HE4 sa tvori v réznych zdravych tkanivach, napr. respiranom
epiteli, tkanivach pohlavnych organov a tiez v tkanivach ovaridlneho karcinému (6-10). Popri tvorbe
na bunkovej urovni, boli tiez zistené vysoké hladiny HE4 v sére pacientov s ovarialnym karcinomom. V
kontrolnej Studii porovnavajlcej pacientov s ovarialnym karcinomom a zdravych pacientov, Hellstrém
et al. zistil, Ze HE4 detekoval ovaridlny karcindm so 67% senzitivitou a 96% Specificitou(11). V
naslednej Studii vyhodnocujucej viacero znamych biomarkerov pre ovarialny karcindm, HE4 ukazoval
najvyssiu senzitivitu pri detekcii ovarialneho karcindmu, obzvlast' v skorom Stadiu ochorenia. V tejto
Studii bola kombinacia HE4 a CA 125 omnoho presnejSia pri stanoveni malignity, nez ktorykolvek
marker samostatne, so senzitivitou 76% a Specificitou 95% (12).

Karcindbm ovarii je celosvetovo Stvrta najCastejSia pric¢ina umrtnosti na rakovinu u zien. V Europe je
mortalita medzi 3.6 a 9.3 na 100.000 zien (13). Priznaky ovarialneho karcindbmu su spojené s
pritomnostou tumorov adnex a su €asto nejasné a nespecifické. Primarnym cielom diagnostického
hodnotenia tumorov adnex je zistenie, i ide o benigny proces alebo o malignitu. Odhaduje sa, ze 5-
10% zien v USA podstupi chirurgicky zékrok pre podozrenie na ovaridlnu neoplazmu pocas Zivota a
13-21% tychto Zien ma dokazanu ovarialnu malignitu (14). Bulletin amerického spolku gynekolégov a
porodnikov publikovany v roku 2007 uvadza nasledovné “Zeny s ovarialnym karcinémom, ktorych
starostlivost’ bola v rukach lekara-Specialistu, ktory ma vedomosti a sktsenosti s lieCbou ovarialneho
karcinbmu, ako napr. onko-gynekolég, maju vys$iu Sancu na preZitie ako Zeny bez tejto starostlivosti.”
(15). Pretoze vacsina tumorov adnex je benignych, je dblezité preoperacne zistit, ¢ ma pacient
vysoké riziko ovarialnej malignity, pre zaistenie dalSieho menezmentu pacienta (15). Uz od prvého
ohlasu z roku 1988, boli vdeobecne prijatymi klinickymi Standardami pri zistovani, €i je tumor adnex
podozrivy z malignity: sérova hladina CA125 a ultrazvuk spolu s CT-skenom, MRI a CT/PET (16).
Taktiez literatura je plna dokumentov popisujucich, ktora modalita je najpresnejsia, ktoré z fyzikalnych
vySetrovacich metdéd v kombinacii so stanovenim hladiny CA125 a zobrazovacich metdd, dosahuju



najvyssiu pozitivnu prediktivnu hodnotu (17-19). Na spresnenie hodnotenia (triage) pacientiek so
zistenym tumorom v oblasti malej panvy mdze byt suprava HE4 EIA pouZita v spojeni s napr.
ARCHITECT CA 125 I, alebo so supravou CanAg CA125 EIA, ako pomoc pri zistovani rizika
epitelialneho karcinému ovarii. Vysledky musia byt interpretované v spoijitosti s ostatnymi metédami a
v sulade so Standardnymi klinickymi odpora¢aniami (management guidelines). Doplinkové vyuzitie
stanovenia HE4 EIA je ako pomoc pri monitoringu odozvy na lieCbu pacienta s invazivnym
epitelialnym karcindmom ovérii. Vysledok méze byt pouzity v spojeni s ostatnymi klinickymi metédami
pouzivanych pri monitoringu pacientov s ovarialnym karcinémom.

PRINCIP TESTU

CanAg HE4 EIA je nekompetitivne imunometrické stanovenie na pevnej faze, zalozené na priamej
sendviCovej technike s pouzitim dvoch monoklonalnych mySich protilatok, 2H5 a 3D8, viaZucich sa
priamo na dva epitopy na C-WFDC doménu HE4. Kalibratory, kontrolky a vzorky pacientov su
inkubované spolu s biotinylovanou anti-HE4 monoklonalnou protilatkou (MAb) 2H5 v mikrostripoch
potiahnutych streptavidinom. HE4 pritomné v kalibratoroch, alebo vzorkach je adsorbované na
streptavidinom potiahnuté mikrostripy biotinylovanou protilatkou Anti-HE4 MAb pocas inkubacie.
Mikrostripy su potom premyté a inkubované s druhou protilatkou Anti-HE4 MAb 3D8 znacenou
chrenovou peroxidazou (konjugat). Po premyti sa do kazdej jamky prida pufrovana
substrat/chromogénova reagencia (peroxid vodika a 3, 3, 5, 5’ tetra-metyl-benzidin) a necha sa
prebiehat’ enzymaticka reakcia. Ak je antigen pritomny, objavi sa poas enzymatickej reakcie modré
zafarbenie. Intenzita modrého zafarbenia je priamo umerna mnozstvu HE4 pritomného vo vzorke.
Intenzita zafarbenia sa zisti pouzitim mikroplatni¢kového spektrofotometru pri 620 nm (alebo po
pridani STOP roztoku pri 405 nm).

Kalibragné krivky sa tvoria pre kazdé stanovenie od¢itanim hodnét absorbancie oproti hodnotam
koncentracie kazdého kalibratora. Koncentracia HE4 vo vzorke pacienta sa nasledne od¢ita z
kalibragnej krivky.

REAGENCIE

o Kazda suprava HE4 EIA obsahuje reagencie na 96 stanoveni.

Expiracia supravy je vyznacena na Stitku na vonkajSej strane supravy.

NepouZivajte supravu po uplynuti datumu expiracie.

Nemiesajte reagencie s réznymi Sarzami (LOT).

Uchovavajte pri 2-8°C. Nezmrazujte.

Otvorené reagencie su stabilné podla nizSie uvedenej tabulky za predpokladu, Ze nie su
kontaminované, su uloZené v uzatvorenych originalnych nadobach a boli pouzivané podla
pokynov vyrobcu. Uskladnite opat pri teplote 2-8°C ihned po pouziti.

Zlozka Mnozstvo Skladovanie a stabilita

po prvom pouziti
MICROPLA

Streptavidinova mikroplatni¢ka 1 platnicka 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na platnic¢ke

12 x 8 jamok potiahnutych streptavidinom. Po otvoreni, ihned uloZte nepouzité stripy do hlinikového
obalu s vysuSovacom. Dékladne uzavrite.

| CAL [HE4 | A |
HE4 Kalibrator A 1x8mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flastiCke

Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok obsahujuci hovadzi sérovy albumin, inertnu ZlItu farbu a
neazidovy antimikrobialny konzervant. Pripraveny na pouzitie. M&Ze byt pouZity na riedenie vzoriek.

HE4 Kalibratory B-F 5 frasticiek, lyofil. Stabilita po rekonstitucii
4 tyzdne pri 2-8°C
4 mesiace pri -20°C alebo nizSie



| CAL | HE4 |

B | 1x1mL
| CAL [HE4 | C | 1x1mL
| CAL [HE4 | D | 1x1mL
|CAL [HE4 | E | 1x1mL
| CAL [HE4 | F | fx1mL

Lyofilizované kalibratory obsahujuce antigén HE4 vo fosfatom pufrovanom fyziologickom roztoku
obsahujuci hovadzi sérovy albumin, inertna zItu farbu a neazidovy antimikrobialny konzervant. Pred
pouzitim rekonstituujte destilovanou alebo deionizovanou vodou.

POZNAMKA: Presna koncentracia antigénu HE4 je $pecificka pre kazdu $arzu a je vyznadena na
Stitku kazdej flasticky.

Zlozka Mnozstvo Skladovanie a stabilita
po prvom pouziti

HE4 Kontrolky 2 flasticky, lyofil. Stabilita po rekonstitucii
4 tyZzdne pri 2-8°C
4 mesiace pri -20°C alebo nizSie

CONTROL | HE4 | 1
CONTROL | HE4 | 2

1x1mL

1x1mL

Lyofilizované kontrolky obsahuju antigén HE4 v [udskej sérovej matrici a neazidovy antimikrobialny
konzervant. Pred pouzitim rekonstituujte destilovanou, alebo deionizovanou vodou.

BIOTIN| Anti-HE4 |

Biotin Anti-HE4 1x15mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flastiCke

Biotinylovana Anti-HE4 monoklonalna mysia protilatka, priblizne 1 pg/mL. Obsahuje fosfatom
pufrovany fyziologicky roztok (pH 7.2), hovadzi sérovy albumin, blokujuce latky, detergent, inertnu
Cervenu farbu a neazidovy antimikrobialny konzervant. Pripraveny na pouzitie.

| CONJ | Anti-HE4 |

Znackovac¢, HRP Anti-HE4 1x0.75mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flasticke

Konjugatovy roztok Anti-HE4 monoklonalnej mySej protilatky znacenej chrenovou peroxidazou (HRP),
priblizne 40 pg/mL. Obsahuje neazidovy antimikrobidlny konzervant.
Pred pouzitim nariedit' roztokom pre znackovac (konjugat).

Riediaci roztok pre znac¢kovaé 1x15mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flastiCke

Obsahuje fosfatom pufrovany fyziologicky roztok (pH 7.2), hovadzi sérovy albumin, blokujuce latky,
detergent, inertni modru farbu a neazidovy antimikrobialny konzervant. Pripraveny na pouzitie.

TMB HRP-Substrat 1x12mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flasticke



Obsahuje pufrovany roztok peroxidu vodika a chromogén 3, 3’, 5, 5’ tetrametyl-benzidin (TMB).
Pripraveny na pouzitie.

Zlozka Mnozstvo Skladovanie a stabilita

po prvom pouziti

STOP Roztok 1x15mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacenej na flasticke

Obsahuje 0.12 M kyselinu chlorovodikovu. Pripraveny na pouZitie.

WASHBUF | 25X |

Premyvaci koncentrat 1 x50 mL 2-8°C az do uplynutia expiracie
vyznacéenej na flasi

Tris-HCI pufrovany fyziologicky roztok s detergentom Tween 20. Obsahuje Germall || ako konzervant.
Pred pouzitim 25x nariedit destilovanou alebo deionizovanou vodou.

Znamky nestability
TMB HRP-Substrat musi byt bezfarebny, alebo slabo modrasty. Modré sfarbenie znadi, Ze reagencia
bola kontaminovana a musi byt zlikvidovana.

UPOZORNENIA A BEZPECNOSTNE UPOZORNENIA

Pouzitie iba pre in vitro diagnostiku.

Dodrzujte inStrukcie v pribalovom letaku. Vierohodnost vysledkov nie je zaru¢ena pri nedodrzani
inStrukcii z pribalového letaku.

S pacientskymi vzorkami narabajte ako s potencialne infekénym materialom. S fudskymi vzorkami
odporuc¢ame narabat v sulade s OSHA Standard on Bloodborne pathogens (20). Biologicka
bezpecnost Urovne 2 (21), alebo iné patricné bezpecnostné opatrenia musia byt pouzité pri narabani
so vzorkami infek&nymi, alebo infek&ne podozrivymi.

Pri likvidacii odpadu dodrzujte miestne bezpeénostné predpisy.

Upozornenie

Material pouZity pre pripravu reagentov z ludského zdroja bol testovany a nevykazuje reaktivitu pre
protilatky HIV 1 a 2, HCV ani povrchovy antigén Hepatitidy B (HBsAg). Nakolko Ziadna metdda
neméze uplne vyluéit pritomnost krvou prenosnych ochoreni, pri narabani a likvidacii reagencii
pochadzajucich z ludského zdroja treba postupovat ako s potencialne infekénym materialom.

ODBER A NARABANIE SO VZORKAMI

Suprava HE4 EIA je urCena pre sérové stanovenia (taktiez na stanovenie zo séra v separacnych
skumavkach (SST)). Plazma a ostatné telové tekutiny neboli overované pre pouzitie so supravou HE4
EIA. Odoberte krv zo zily a postupujte podla instrukcii stanovenych vyrobcom skimaviek pre odber
vzoriek. Ak boli pouzité pri stanoveni sérové vzorky, musia byt pouzité vzorky rovnakého typu aj
pocas dalSieho sledovania.

Sérum méze byt pred testovanim 3 dni uskladnené pri 2-8°C. Pre dlhsie uskladnenie vzoriek
uchovavaijte tieto pri teplote -40°C alebo niz3ej.

Zmrazené vzorky pred analyzou nechajte rozmrazit' pri izbovej teplote a DOKLADNE premiesaite
jemnym niekolkonasobnym prevracanim. Vzorky, ktoré obsahuju hrubé (velké) €astice musia byt pred
pouzitim zcentrifugované pri 10.000 x g po€as 10 minut kvéli odstraneniu akychkolvek &astic, ktoré
mohli vzniknut’ pri rozmrazovani.



POSTUP
Potrebné materialy, ktoré nie st dodavané so supravou:

1.

2.

Miesaé mikrotitraénych platniciek

MieSanie by malo byt orbitalne rotacné, stredné az silné, priblizne 700-1100 oscilacii/min.
Premyvacka mikrotitraénych platniciek

Automaticka premyvacka umoznujuca nastavenie 1, 3 a 6 premyvacich cyklov, s minimalnym
premyvacim objemom 350 uL/jamku/premyvaci cyklus.

Ak nie je k dispozicii automaticka premyvacka, je odporu¢ana 8-kanalova pipeta s jednorazovymi
plastovymi Spi¢kami pre objem 350 pL na jamku.

Mikrotitracny spektrofotometer

S vinovou dizkou 620 nm a/alebo 405 nm a absorbanénym rozsahom 0 az 3.0 OD

Presné pipety

s jednorazovymi plastovymi Spi¢kami, ktoré su schopné davkovat mikrolitrové a mililitrové objemy.
8-kanalova pipeta, alebo opakovacia pipeta s jednorazovymi SpiCkami pre davkovanie 100 pL, je
odporuéand ale nie nevyhnutna.

Destilovana alebo deionizovana voda

Na rekonétituciu HE4 kalibratorov, HE4 kontroliek a na pripravu premyvacieho roztoku.

Poznamky k postupu stanovenia

1

Na zaistenie spravneho pouzitia supravy HE4 EIA, je potrebné dbkladne porozumiet obsahu tohto
pribalového letaku. Reagencie dodavané so setom su ur€ené na pouzitie pre danu konkrétnu
supravu. NemieSajte spolu identické reagencie zo suprav s rozdielnymi Sarzami (LOT).
Nepouzivajte reagencie po uplynuti ich expiracie, vyznacenej na vonkajSej strane obalu supravy.
Pred pouzitim nechajte reagencie vytemperovat na izbovu teplotu (20-25°C). Zmrznuté vzorky
musia byt najskér pozvolne rozmrazené na izbovu teplotu, potom jemne, ale dékladne premiedané.
Pre ziskanie spravnych vysledkov pracujte pri laboratérnej teplote 20-25°C.

Pred zaciatkom pipetovania kalibratorov a vzoriek musia byt tieto stripy riadne oznacené a aj po
ukong&eni stanovenia jasne identifikovatelné.

Poziadavka pre dokladné oddelenie nenaviazaného antigénu a reagencii (premytim) od komplexu
antigen-protilatka, ktory je naviazany na pevnej faze, je jednym z najddlezitejSich krokov pri EIA.
Zaistite, aby bola kazda jamka az po okraj naplnena a po odsati Uplne prazdna. Ak po odsati
ostane v jamkach nejaka tekutina obratte ich hore dnom a jemne vyklepte o odsavaci papier.
Automaticka premyvacka: DodrZujte odporucania vyrobcu pre udrzbu a premyvajte pozadovanym
poctom cyklov pred aj po kazdom inkubaénom kroku. Nenechavajte premyvaci roztok v
automatickej premyvacke dlhsi ¢as ako je potrebné, pretoZze méze déjst k upchatiu premyvacich
ihiel a premyvacka nebude schopna dékladne premyvat/odsavat.

Substrat TMB HRP je velmi citlivy na kontaminaciu. Na zachovanie optimalnej stability substratu
TMB HRP odlejte potrebné mnozstvo z flasticky do dékladne umytej alebo novej jednorazovej
plastovej nadoby, na zabranenie kontaminacie celého roztoku. Pouzivajte iba Cisté jednorazové
plastové pipetovacie Spicky.

Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami pouzivajte vyhradne jednorazové plastové pipetovacie
Spicky a spravnu pipetovaciu techniku. Drzanim 3picky pipety tesne nad okrajom jamky sa vyhnete
neziaducemu prenosu medzi jamkami. Rovnako sa vystrihajte dotyku Spi¢ky pipety so stripom,
alebo povrchom tekutiny v jamke. Spravna pipetovacia technika je obzvlast’ doleZita pri manipulacii
s roztokom substratu TMB HRP.

Priprava reagencii Stabilita pripravenych reagencii

HE4 Kalibratory B-F 4 tyZdne pri 2-8°C

4 mesiace pri -20°C alebo niZSie

Pridajte presne 1.0 mL destilovanej alebo demineralizovanej vody do kazdej flastiCky a premieSajte.
Nechajte volne rozpustat najmenej 15 minut a pred pouzitim opatrne ale dokladne premiesajte.
POZNAMKA: Aktualne koncentracie kalibratorov su uvedené na Stitku flasticky.

HE4 Kontrolky 1 a 2 4 tyzdne pri 2-8°C

4 mesiace pri -20°C alebo nizsie

Pridajte presne 1.0 mL destilovanej alebo demineralizovanej vody do kazdej flastiCky a premiesajte.
Nechajte volne rozpustat najmenej 15 minut a pred pouzitim opatrne ale dokladne premiesajte.
POZNAMKA: Aktualne koncentracie kalibratorov su uvedené na Stitku ffasticky.



Priprava reagencii Stabilita pripravenych reagencii

Premyvaci roztok 2 tyzdne pri 2-25°C

v uzavretej nadobe
Vlejte 50 mL premyvacieho koncentratu do Cistej nadoby a zriedte 25-krat pridanim 1200 mL
destilovanej alebo deionizovanej vody pre ziskanie pufrovaného premyvacieho roztoku.

Pracovny roztok znackovaca 4 tyzdne pri 2-8 °C
v uzavretej nadobe
Pripravte pozadované mnoZzstvo pracovného roztoku zna¢kovaca zmieSanim 50 pyL Znackovaca
(Tracer) HRP
Anti-HE4 s 1mL riediaceho roztoku pre znackovacC pre kazdy pouzity strip (pozri tabulku nizSie):

Pocet prazkov Znackovac, HRP Anti-HE4 Riediaci roztok
(pL) (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

Pre pripravu pracovného roztoku znackovaca pouzite Cistu plastovu, alebo sklenenu flasticku.
Alternativa: Nalejte obsah flasticky Znackova¢a HRP Anti-S100 do flastiCky s riediacim roztokom pre
znackovac a jemne premieSajte. Uistite sa , ze CELY obsah flastiCky znackovac¢a HRP Anti-S100 je
preliaty do flastiCky s riediacim roztokom pre znackovac.

POZNAMKA: Pracovny roztok znac¢kovada je stabilny pogas 3 tyZdfiov pri 2—-8°C.Nepripravujte
pracovny roztok znaCkovaca, ktory bude pouzivany po tejto dobe a uistite sa, Ze je spravne
uskladneny.

Postup stanocenia:
Urobte stanovenie kalibratorov, kontroliek a vzoriek pacientov dvojmo. Pre kazdu supravu urobte
kalibra¢nu krivku. VSetky reagencie a vzorky musia mat pred pouzitim izbovu teplotu (20-25°C).

1. Zacnite pripravou kalibratorov B-F, kontroliek 1 a 2, premyvacieho roztoku a pracovného roztoku
znackovaca. Vzdy pouzite Cisté nadoby. Sledujte pozorne instrukcie.

2. Vlozte pozadované mnozstvo mikrotitracnych stripov do ram&eka (ihned' vratte ostatné stripy do
pévodného obalu s vysuSovaCom a dobre uzavrite). Oplachnite kazdy strip 1x premyvacim
roztokom. Neoplachujte viac stripov nez stihnete pouzit do 30 min.

3. Napipetujte 25 uL HE4 kalibratorov (CAL A, B, C, D, E, F), HE4 kontrolky (C1, C2) a vzorky
pacientov (unknowns-Unk) do jamdk na stripe podla nasledovnej schémy:



1 2 3 4 5 6 7 atd.

A CalA CalE Pac.1

B CalA CalE Pac.1

C CalB CalF Pac.2

D CalB CalF Pac.2

E CalC C1

F CalC C1

G CalD Cc2

H CalD C2

4. Pridajte 100 uL Biotin Anti-HE4 do kazdej jamky pomocou 100 uL presnou pipetou
(alebo 8-kanalovou 100 uL presnou pipetou). Nedotykajte sa Spickou pipety povrchu kvapalin, aby
nedochadzalo ku krizovej kontaminacii kvapalin.

5. Inkubuijte stripy v ram€eku 1 hodinu (£ 10 min) pri izbovej teplote (20—25°C) za staleho mieSania
pouzitim mieSaca pre mikrotitracné platne.

6. Po prvej inkubacii odsajte a 3x vyplachnite kazdy strip, pouzitim premyvacieho postupu
popisaného vy3Sie v Poznamkach k postupu stanovenia (bod 4).

7. Pridajte 100 yL pracovného roztoku zna¢kovaca do kazdej jamky. Pouzite rovnaky pipetovaci
postup ako v bode 4.

8. Inkubuijte stripy v ramceku 1 hodinu (£ 5 min) pri izbovej teplote za staleho mieSania.

9. Po druhej inkubacii odsajte a 6x vyplachnite kazdy strip, pouZitim premyvacieho postupu
popisaného vyssSie v Poznamkach k postupu stanovenia (bod 4).

10. Pridajte 100 yL TMB HRP-substratu do kazdej jamky pouzitim rovnakého pipetovacieho postupu
ako v bode 4. TMB HRP-substrat musi byt pridany do jamiek ¢o najrychlejsie, ¢as medzi pridanim
do prvej a do poslednej jamky nesmie prekrog¢it 5 min.

11. Inkubujte 30 min (£ 5 min) pri izbovej teplote za stédleho mieSania. Zabrarite priamemu slneénému
Ziareniu.

12. lhned odcitajte absorbanciu pri 620nm v mikroplatfiovom spektrofotometri.

Alternativhe moznosti
Ked laboratérium nema mikroplatfiovy spektrofotometer s moznostou od¢itavania pri 620 nm,
absorbancia moéze byt stanovena aj nasledovne:

Alt. 12. Pridajte vSade 100 yL STOP roztoku. PomieSajte asi 1 min. na mieSaci. Odcitajte
absorbanciu pri 405 nm na mikroplatfiovom spektrofotometri do 15 min od pridania STOP
roztoku.

Rozsah merania

HE4 EIA meria koncentracie v rozsahu koncentracii medzi 15 az 900 pM.

Ked sa o¢akavaju koncentracie HE4 nad detekénym limitom, odporu¢ame nariedit vzorku pred
stanovenim nulovym HE4 kalibratorom A (pozri “Vypocet vysledkov riedenych vzoriek”)

Kontrola kvality

HE4 Kontrolka 1 a 2 by mala byt pouzita pri validacii kazdej analyzovanej série. Rozsahy
oCakavanych vysledkov su uvedené na Stitkoch flasticiek.

Vysledky analyzy HE4 supravou mbzu byt povazované za platné, ak:

- Ak stredna hodnota duplikatov kontroliek lezi v uvedenom koncentraénom intervale.

- Ak CV duplikatov kalibratorov B-F a kontroliek nepresahuje 15%.

- Ak rozdiel OD duplikatov nulového kalibratora A nie je va¢si ako 0.06 OD jednotiek.

Ak analyzou dosiahnete neplatné vysledky, je potrebné prekontrolovat vSetky reagencie, presnost
pipiet, funkciu premyvaca, mieSaca a spektrofotometra a celu analyzu treba zopakovat.



Kazdé laboratdrium si moze tiez pripavit vlasné poolované séra pre rézne koncentracné urovne, ktoré
mdzu sluzit, ako interna kontrola presnosti analyzy.

Referenéné materialy

Pretoze referenény material pre HE4 antigén nie je dostupny, hodnoty HE4 EIA kalibratorov su uréené
podla vyrobcovych vlastnych (in-house) referenénych Standardov.

VYPOCET VYSLEDKOV

Ak ma mikroplatfiovy spektrofotometer vstavany vlastny vypoctovy program, postupujte podla navodu
pre spektrofotometer a vytvorte vypoctovy program v ktorom zadate koncentracie HE4 kalibratorov
uvedené na flastickach.

Pre automaticky vypocet vysledkov HE4 je doporucené vyuzit niektord z nasledujucich metod:

e Metdda ,Cubic spline curve fit“. Kalibrator A by mal byt vioZzeny do krivky s hodnotou
0 pM.
¢ Metdda interpolacného vyhodnotenia ,point-to-point”. Kalibrator A by mal byt viozeny do
krivky s hodnotou 0 pM.
e Metdda kvadratického vyhladenia ,Quadratic curve fit“. Kalibrator A by mal byt vliozeny do
krivky s hodnotou 0 pM.
POZNAMKA: 4-parametricka alebo Linearna regresna vyhodnocovacia metéda by nemala byt
pouzita!
Pre manualne vyhodnotenie vytvorte grafické zobrazenie hodnét (A) absorbancii jednotlivych HE4
kalibratorov voci ich zodpovedajucim HE4 koncentraciam (v pM).
HE4 koncentracie neznamych vzoriek mézu byt potom odCitané z grafickej kalibranej krivky podla
zodpovedajucej hodnoty absorbancie jednotlivej pacientskej vzorky.

Vypocet vysledkov riedenych vzoriek

Ak vzorky pri prvom stanoveni dosahuju vyssie hodnoty nez 900 pM vzorky by mali byt nariedené
1/10 a 1/100 s HE4 kalibratorom A pre zistenie spravnych koncentracii vzoriek.

- 1/10 riedenie = 50 yL vzorky + 450 uL HE4 kalibrator A

- 1/100 riedenie = 50 pL z 1/10 riedenia + 450 yL HE4 kalibrator A

Koncentracie HE4 pévodnych neriedenych vzoriek sa vypo itaju nasledovne:

- Riedenie 1/10: 10 x namerana hodnota

Riedenie 1/100: 100 x namerana hodnota

Algoritmus Rizika Ovarialnej Malignity (ROMA) pre odhad rizika epitelidlnej rakoviny ovarii u
Zien v premenopauze a postmenopauze s tumorom v malej panve.

Vypocet prediktivneho Indexu

Prediktivny index (PI) pre zeny v premenopauze a postmenopauze sa vypocitava separatne pouzitim
niz8ie uvedenych rovnic (1) a (2).

Pri vypocte Pl sa dosadia Ciselné hodnoty koncentracii HE4 EIA a CA 125 (KRYPTOR, ARCHITECT
alebo CanAg CA125EIA) do prislusnych dolu uvedenych algoritmickych rovnic v zavislosti od
menopauzalneho stavu pacientky.

(1) Premenopauzalna zena
Prediktivny index (PI) = -12.0 + 2.38*LN[HE4] + 0.0626*LN[CA125]

(2) Postmenopauzalna zena
Predictive Index (PI) = -8.09 + 1.04*LN[HE4] + 0.732*LN[CA125]

Vypocet ROMA hodnoty

Pre vypocet ROMA hodnoty (t.j. prediktivnej, prognostickej), vioZte vypocitani hodnotu prediktivneho
indexu PI do rovnice (3):

(3) ROMA hodnota (%) = exp(P1) / [1 + exp(P1)] *100



Priklady v nizSie uvedenej tabulke mézu byt pouzité k validacii vypoctov Pl a ROMA hodnét:

Menopauzalny HE4 CA125 Pl vypocet Pl ROMA
status (pM) (U/mL) (%)
Premenopauzaliny 375 74.9 -12.0+(2.38%3.624)+(0.0626*4.316) -3.103880 4.3
Premenopauzainyl 386.6 21.8 -12.0+(2.38%5.957)+(0.0626*3.082) 2.371517 91.5
Postmenopauzalny 66.7 11.3 -8.09+(1.04*4.200)+(0.732*2.425) -1.946830 12.5
Postmenopauzalny | 383.1 22.7 -8.09+(1.04*5.948)+(0.732*3.122) 0.381799 59.4

OBMEDZENIA PRACOVNEHO POSTUPU

Pacientky s potvrdenou ovarialnou rakovinou mézu mat hodnoty HE4 v tom istom rozmedzi ako
zdravé zeny.

Isté histologické typy ovarialnej malignity (napr. mucinézne alebo germinativne tumory) zriedka
produkuju HE4. Z toho dévodu HE4 nie je doporucené pre monitorovanie pacientiek s preukazanymi
mucinéznymi alebo ovaridlnymi germinativnymi tumormi (7)

A opacne, zvy8ené hladiny HE4 antigénu mdZu byt pritomné u jedincov s nemalignym ochorenim

Z toho dévodu vyska hladiny HE4 nemdZe byt pouZita ako absolutn dékaz pritomnosti alebo absencie
maligného ochorenia a samotny HE4 test by nemal byt pouZity pri skriningu malignity.

Vysledky HE4 testu by mali byt interpretované len v spojitosti s dalSimi vySetreniami a diagnostickymi
postupmi a taktieZ HE4 test by nemal nahradzovat' Ziadne zauzZivané klinické vySetrenia.

Algoritmus rizika ovarialnej malignity (ROMA) nebol dosial validovany na nasledujuce skupiny
pacientiek:

pacientky v minulosti lie¢ené na malignitu, pacientky v sucasnosti lie€ené chemoterapeutikami

a pacientky mladsSie ako 18 rokov.

Zlyhanie stanovenia HE4 EIA a/alebo CA125, alebo chyba pri vypocte vysledkov mdze viest

k nepresnému zhodnoteniu rizika a nespravnemu meneZmentu pacienta. Obzvlast falodne nizke
vysledky analyz mdZu viest k zaveru, Ze pacientka ma nizke riziko epitelialneho nadoru ovarii, ¢o
mdbZe spOsobit’ preradenie pacientky na niZSiu uroven starostlivosti. Pouzitie vysledkov analyz bez
ohfadu na d'alSie laboratérne néalezy, vysledky zobrazovacich metéd a klinického zhodnotenia méze
byt riskantné.

Reakciu blokujuce protilatky (fudské protilatky proti mySim protilatkam tzv.HAMA, alebo heterofilné
protilatky) vo vzorke pacientského séra mézu niekedy pri stanoveni interferovat, aj napriek
Specifickym blokatorom pritomnych v pufroch suprav.

Stanovenie musi byt uskuto€nené v prostredi s kontrolovanou teplotou, lebo inkubacia pri
teplote vySsej ako doporuceny teplotny interval 20 — 25 °C méze viest’ k faloSne nizkym
vysledkom !!

OCAKAVANE HODNOTY
Rozdelenie hladin HE4 stanovenych v 1147 vzorkach je uvedené v nasledujucej tabulke:

Rozdelenie hladin HE4 stanoveni

Pocet 0-150 150-300 300-500 >500

subjektov pM pM pM pM
ZDRAVI
Zeny (premenopauzalne) 76 72 3 0 1
Zeny (postmenopauzalne) 103 97 5 0 1
BENIGNE PODMIENKY
Tehotenstvo 22 21 1 0 0
Benigné gynekologické ochorenie 347 324 18 1 4
Iné benigné ochorenie 108 82 8 7 11
Hypertenzia/Vrodena srde€na vada 96 75 16 2
MALIGNITA
Ovarium 127 27 18 21 61
Prsnik 46 40 4 2 0
Pliuca 50 29 15 6 0
Endometrium 116 86 15 4 11
Gastrointestinélna 56 47 8 0 1




V tejto Studii 94.4% zdravych Zien mali sérové hladiny HE4 nizSie alebo rovné 150 pM.
Odporuca sa, aby si kazdé laboratérium stanovilo svoje vlastné referenéné hodnoty pre konkrétnu
populaciu.

Monitorovanie stavu ochorenia pacientov s diagnostikovanou ovarialnou malignitou.
Uzito€nost HE4 EIA, ako prostriedku na monitorovanie stavu ochorenia pacientov pri ovarialnej
malignite bola potvrdena schopnostou stanovenia zmien HE4 hladin v porovnani so zmenou stavu
ochorenia pri sérii 80 sérovych vzoriek pacientiek. Studia zahrfiujica celkovo 354 parov testov bola
uskuto€nena s priemernom 4.4 skimani na jedného pacienta.

Pozitivna zmena koncentracie HE4 bola definovand ako narast hodnoty miniméalne o 25% oproti
predchadzajucej hodnote testu.

Tato zmena hladiny zahrriuje variabilitu EIA stanovenia a tieZ biologicku variabilitu.

Sestdesiat percent (60%) alebo 76 zo 126 pacientskych vzoriek s pozitivnou koncentraénou zmenou
koreluje s progresiou ochorenia, kym sedemdesiat pat percent (75%) alebo 171 z 228 pacientskych
sérovych vzoriek bez signifikantnej koncentraénej zmeny HE4 koreluje so stavom ochorenia bez
progresie.

Celkova zhoda bola sedemdesiat percent (70% alebo 247 z 354).

Nasledovna tabulka prezentuje data v 2 x 2 formate.

Zmena stavu ochorenia podla sekvenéného vzostupu

Narast koncentracie

HE-4 Progresia Bez progresie Spolu
>25% 76 57 133
<25% 50 171 221

Celkom 126 228 354

Nasledujuca tabulka zobrazuje rozdelenie po pacientoch. Devatdesiat tri percent (93%) alebo 54 z 58
pacientskych sér s pozitivnou koncentranou zmenou koreluje s progresiou ochorenia, kym tridsat’ dva
percent (32%) alebo 7 z 22 pacienskych sér bez signifikantnej koncentratnej zmeny koreluje

s ochorenim bez progresie. Celkova zhoda v tejto Studii bola sedemdesiat Sest percent (76 %) alebo
61 z 80.

Zmena stavu ochorenia podla pacienta

Narast koncentracie

HE-4 Progresia Bez progresie Spolu
>25% 54 15 69
<25% 4 7 11

Celkom 58 22 80

Vypocéet rizika malignity u pacientov s tumorom v malej panve.

Efektivita HE4 EIA v kombinacii s CA125 (ARCHITECT CA125 Il alebo CanAg CA125 EIA) pre odhad
rizika pritomnosti epitelialnej malignity ovaria u pacientiek s tumorom v oblasti malej panvy bola
potvrdena pomocou prospektivnej, multi-centrickej klinickej Studie. ROMA algoritmus (ROMA, pozri
str. 8) bol navrhnuty pre odhad rizika epitelialnej malignity ovaria. Algoritmus berie do Uvahy HE4 a
CA125 hodnoty, ako aj menopauzalny stav pacientky. Algoritmus vypocitava prediktivnu
pravdepodobnost chirurgického nalezu epitelialnej malignity ovaria. V prospektivnej studii bolo na
subore 496 pacientiek overené vypocitavanie pravdepodobnosti vyskytu epitelialnej malignity ovaria,
ako aj rozdelenie pacientiek do nizko a vysoko rizikovych skupin na zaklade hodnét ROMA.

Suhrnna frekvencia rozdelenia hodndét ROMA pre benigné a maligné pripady pri pouziti tychto
algoritmov je zobrazena na grafe 1 a 2 (pre kombinaciu dignostickych suprav HE4 EIA + ARCHITECT
CA125l1)

a na grafe 3 a 4 (pre kombinaciu HE4 EIA + CanAg CA)



Fig. 1 Suhrnna frekvencia rozdelenia hodnét ROMA pre premenopauzalne zZeny.
HE4 EIA + ARCHITECT CA125 Il kombinacia
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Fig. 2 Suhrnna frekvencia rozdelenia hodnét ROMA pre postmenopauzalne Zeny.
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Fig. 3 Suhrnna frekvencia rozdelenia hodnét ROMA pre premenopauzalne Zeny.
HE4 EIA + CanAg CA125 EIA kombinacia
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Fig. 4 Suhrnna frekvencia rozdelenia hodnét ROMA pre postmenopauzalne Zeny.
HE4 EIA + CanAg CA125 EIA kombinacia
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Zatriedenie do nizko a vysoko rizikovych skupin

Algoritmus rizika ovarialnej malignity bol pouzity za i¢elom triedenia zien do rizikovych skupin kvéli
vyhladavaniu epitelialnej malignity ovarii.

Nasledovné hrani¢né hodnoty (cut-points) boli pouzité za u¢elom dosiahnutia Specificity 75% pre
kombinaciu dignostickych suprav HE4 EIA + ARCHITECT CA125ll:

Premenopauzalne Zzeny
ROMA hodnota = 13.1%
ROMA hodnota < 13.1%

Vysokeé riziko vyskytu epitelidlnej malignity ovarii
Nizke riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii

Postmenopauzalne Zzeny
ROMA hodnota = 27.7% = Vysoké riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii
ROMA hodnota < 27.7% = Nizke riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii

Zatriedenie vSetkych pacientiek s tumorom malej panvy so skrytou epitelialnou malignitou ovarii do
vysoko rizikovej skupiny pomocou hodnét ROMA pri 75%-nej Specificite je zobrazené v Tab.1 (skupiny
pre premenopauzalne a postmenopauzalne pacientky su tiez uvedené oddelene).

Senzitivita pre zatriedenie pacientiek s epitelialnou malignitou ovarii v $tadiu I-IV do vysokorizikovej
skupiny bola 94% pri Specificite 75%, takZze 75% Zien s benignym tumorom v malej panve bolo
klasifikovanych ako nizko rizikova skupina. Pozitivna a negativna prediktivha hodnota bola 58%
respektive 97%.

Tabulka 1: Roztriedenie zmieSaného suboru pre- a postmenopauzalnych pacientiek s adnexovym
tumorom so skrytou epitelialnou malignitou ovarii (EOC-Epithelial Ovarian Cancer) podla
vypocitanych ROMA hodnét (pri kombinacii diag. suprav HE4 EIA a ARCHITECT CA125 II).
Premenopauzalna hranicna hodnota rozdelenia(cut-point) 2 13.1% (pri Specificite 75%),
postmenopauzalna hranicna hodnota rozdelenia (cut-point) 2 24.7% (pri Specificite 75%).

Premenopauzalne Postmenopauzalne Zeny spolu
zeny zeny
n =234 n =268 n = 502

EOC stadium I-IV
&
LMP (nizky potencial malignity)

26 /34 (75%)

108/ 117 (92%)

1347151 (89%)

LMP (nizky potencial malignity)

10/16 (63%)

3/6 (50%)

13722 (59%)

EOC Stadium I-l

6/7 (86%)

24 /28 (86%)

30/35 (86%)

EOC stadium I-IlIC?

7/8 (88%)

35/39 (90%)

42/ 47 (89%)

EOC stadium -V

16/18 (89%)

105/ 111 (95%)

121/129 (94%)

a) Epitelialna malignita ovarii, Stadium I-lllb & stadium 11IC (omentum negat., lymfatické uzliny pozit.)

Nie su ziadne Statisticky signifikantné rozdiely v senzitivite a Specificite ROMA hodndt, pouzitim
ARCHITECT CA125 Il alebo CanAg CA125 EIA hodndt, pre diferencovanie medzi benignym
ochorenim a epitelialnou malignitou ovarii. Pri pouZiti kombinacie suprav CanAg CA125 EIA + HE4
EIA, senzitivita pre zatriedenie pacientiek s epitelidlnou malignitou ovaria v $tadiach I-IV do skupiny

s vysokym rizikom bola 93%. Pozitivha a negativna prediktivha hodnota bola 57% respektive 97%.
Musi byt vSak uvedené, ze hraniéné hodnoty (cut-points) pre roztriedenie do skupin s vysokym
a nizkym rizikom pri pozadovanej Specificite musia byt’ nastavené podla toho, aky druh

supravy CA125 je pouzity.

Nasledovne uvedené hrani¢né hodnoty boli vybraté za u€elom zabezpedit uroven Specificity 75% pre
kombinaciu diag, suprav CanAg CA125 EIA a HE4 EIA:




Premenopauzalne zeny
ROMA hodnota = 12.5%
ROMA hodnota < 12.5%
Postmenopauzalne Zzeny
ROMA hodnota = 14.4%
ROMA hodnota < 14.4%

Vysoké riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii
Nizke riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii

Vysoké riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii
Nizke riziko vyskytu epitelialnej malignity ovarii

Falodne negativne hodnoty a percenta pri zatriedeni epitelialnej malignity ovaria do skupiny s nizkym
rizikom skrytej epitelialnej malignity ovarii u pacientiek s adnexovym tumorom pri pouziti ROMA
hodnét a pri Specificite 75% je zobrazené v Tab.2

Zatriedenie do skupin s nizkym a vysokym rizikom skrytej epitelidlnej malignity ovéria za pouzitia
ROMA algoritmu pri 75%-nej Specificite vychadza celkova faloSne negativna hodnota 6.2%.

Pripady s epitelidlnou malignitou ovaria zatriedené do skupiny s nizkym rizikom, predstavovali len tri
(3) percenta.

Tabulka 2: Falosne negativne hodnoty (FNR-False Negative Rate) a percenta pri zatriedeni vSetkych
pripadov epitelidlnej malignity ovaria s adnexovym tumorom do skupiny s nizkym rizikom pri pouZiti
hodn6t ROMA.

Premenopauzalna hrani¢na hodnota pre zatriedenie do nizko rizikovej skupiny pri 75%-nej
Specificite je < 13.1%, postmenopauzalna hrani¢na hodnota pre zatriedenie do nizko rizikovej skupiny
pri 75%-nej Specificite je < 27.7%.

i s FaloSne negativne hodnoty (FNR) P°di?l malignit v nizko rizikovej
Epitelialna skupine
malignita Falosne N Falosne -

L% a . Malignity b . Skutoéna 0/ \C
ovaria neg_atlv_na celkom FNR neggtlv'na benignita (%)

malignita malignita

Premenopauzalne 2 18 11.1% 2 149 1.3%
Postmenopauzalne 6 111 5.4% 6 113 5.0%
Vsetky pacientky 8 129 6.2% 8 262 3.0%

) tumory s nizkym potencialom malignity (LMP) nie st zahrnuté
b) FRN = falo$ne negativne / (skuto¢ne pozitivne + faloSne negativne)
°) (%) = falosne negativne / (skuto&ne negativne + falodne negativne)

PRACOVNE CHARAKTERISTIKY

Presnost’ a spravnost’

Celkové presnost stanovenia HE4 EIA je CV < 15%. Studia bola uskutoénena pre institiciu National
Committee for Clinical Laboratory Standards NCCLS (CLSI) podfa smernice EP5-A2 (22).

Panel Styroch sérovych vzoriek bol ananlyzovany s pouzitim dvoch réznych Sarzi reagencii,

v duplikatoch, dve samostatné stanovenia denne poc¢as 20-tich dni. Data z tejto Studie su
sumarizované nizsie.*

Vzorka Sarza n Stredna SD (pM) CV % Celkové Celkové
reagencii konc. Vv ramci v ramci SD (pM) CV %
(pM) analyz analyz
1 1 80 50.3 0.81 1.6 2.34 4.7
2 80 48.0 0.69 14 217 4.5
2 1 80 75.3 1.81 24 2.96 3.9
2 80 724 1.73 24 4.70 6.5
3 1 80 255 5.68 2.2 12.0 4.7
2 80 242 5.21 2.2 12.8 53
4 1 80 407 6.22 1.5 14.5 3.6
2 80 385 8.71 2.3 21.6 5.6

*Reprezentativne data; vysledky v inych laboratériach sa mézu lisit od tychto dat.



Detekény limit (analyticka senzitivita)

Detek&ny limit stanovenia HE4 EIA je < 15 pM. Detekény limit (LoD) koreSponduje s hornym limitom
odliena od nuly.

Experiment na urenie detekéného limitu (LoD) bol uskutoéneny podla sNCCLS mernice EP17-A (23).
V stadii bol pouzity HE4 kalibrator A (nulovy) a 4 vzorky od zdravych jedincov zriedené na 5 pM
riediacim roztokom, tieto vzorky boli testované v 24-replikatoch, 4-krat denne poc€as dvoch dni.
Detekény limit (LoD) bol vypocitany nasledovne:

LoD (pM) = 5.0 pM x (1.65 x SDg + 1.65 x SDs) / (ODs5- ODy)

Detekény limit HE4 EIA supravy bol stanoveny ako < 2.5 pM.

Funkéna senzitivita

Funké&na senzitivita HE4 Eia supravy je < 25 pM.

Funké&na senzitivita je vyjadrena ako koncentracia analytu, pri ktorej je CV = 20%.

Experiment pre stanovenie funkénej senzitivity bol uskutoneny podla NCCLS smernice EP5-A2 (22)

V §tadii bola testovana pat ¢lenna skupina sér na funkénu senzitivitu v 4-replikatoch 2-krat denne
pocas dvadsiatich dni a to s dvoma réznymi Sarzami reagencii.
Funkénd senzitivita HE4 EIA supravy bola stanovena na < 5 pM.

Spatné stanovenie (recovery)

Spéatné stanovenie (recovery) supravou HE4 EIA je 100 + 15%.

V tejto Studii boli pridané zriedené pacientske séra so znamou koncentraciou HE4 do vzoriek
normalnych ludskych sér. Koncentracia HE4 bola stanovena supravou HE4 EIA a bolo
vypocditané vysledné percento spatného stanovenia (recovery).

Reprezentativne data z tejto Studie su zhrnuté v nizSie uvedenej tabulke*.

Vzorka Endogénna Pridavok HE4 Vysledna Percent
hodnota HE4 Antigénu (pM) hodnota HE4 Recovery**

(pM) (pM) (%)

1 44.6 15 60.6 102
75 96.0 89

350 397 96

650 686 96

2 411 15 55.7 99
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 99

650 645 90
5 40.2 15 56.5 102
75 102 98

350 402 99

650 676 96

Priemerné spatné stanovenie (recovery) pri vdetkych Styroch separatnych koncentraciach bolo 97%.
* Reprezentativne data; vysledky v inych laboratériach sa méZzu lisit od tychto dat.
** % Recovery = vysledna hodnota HE4 (pM) / endogénna hodnota HE4 (pM) + pridavok HE4 (pM)



Efekt vysokej davky ( High Dose Hook Effect)

Efekt vysokej davky (Hook effect) je jav, pri ktorom vzorky s velmi vysokymi koncentraciami analytu
mézu byt od&itané v rozsahu dynamického kalibracného rozsahu supravy.

Pri pouziti supravy HE4 EIA nebol pozorovany tento efekt vysokej davky pre vzorky obsahujuce
koncentracie HE4 az do vysky 300 000 pM nativneho antigénu HE4.

Linearita riedenia 5

HE4 EIA suprava ma riediacu linearitu 100 + 15%. Studia bola vedena podla NCCLS (CLSI) smernice
EP6-A (24). Sérové vzorky so zvySenou hodnotou HE4 boli riedené nulovym HE4 kalibratorom A
(zero).

Koncentracia HE4 bola uréovana pre kazdé riedenie a bolo vypocitané percento (%) recovery.
Reprezentativne data z tejto Studie su zhrnuté v nizSie uvedenej tabulke*.

Koneény faktor Zmerana Oc¢akavana Percento
Vzorka riedenia hodnota (pM) hodnota (pM) Recovery**
(%)
1 Neriedené 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 49.1 445 110
1:40 25.9 22.2 116
2 Neriedené 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
1:5 134.5 139.4 96.5
1:10 74.4 69.7 107
1:20 39.1 34.9 112
1:40 21.0 17.4 120
3 Neriedené 680.2 680.2 100
1:1.25 499.7 544.2 91.8
1.7 354.4 408.1 86.8
1:2 296.7 340.1 87.2
1:2.5 247.2 2721 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

Priemerna recovery vSetkych vySSie uvedenych troch riedenych vzoriek = 101%
* Reprezentativne data; vysledky v inych laboratériach sa mézu lisit od tychto dat.
** % Recovery = HE4 zmerana koncentracia x faktor riedenia / neriedena HE4 koncentracia.

Analyticka Specificita

Stredna Specificita HE4 EIA supravy je 100 + 15%. Recovery Studia porovnavala séra obsahujuce
nasledovné zlic¢eniny pri uvedenych koncentraciach s kontrolnymi sérami.

Tento experiment interferencii bol vypracovany podla NCCLS smernice EP7-A (25).

Boli testované nasledovné zlu€eniny a uvedené koncentracie a bolo zistené, Ze neinterferuju s testom.

Endogénne sérové interferencie Testované koncentracie
Triglyceridy 30 mg/mL
Billirubin 0.2 mg/mL
Hemoglobin 10 mg/mL

Celkové proteiny 120 mg/mL



Interferencie chemoterapeutik Testované koncentracie

Carboplatin 500 pg/mL
Cisplatin 165 pg/mL
Clotrimazol 0.3 pg/mL
Cyclophosphamide 500 pg/mL
Dexamethasone 10 pg/mL
Doxorubicin 1.16 pg/mL
Leucovorin 2.68 pg/mL
Melphalan 2.8 pg/mL
Methotrexate 45 pg/mL
Paclitaxel 3.5 ng/mL

Potencialne interferujuce klinické podmienky

HE4 EIA bola vyvinuta za pouzitia vzoriek obsahujucich HAMA a RF (reumatoidny faktor) pre dalSie
stanovenie Specificity supravy. Pat vzoriek pozitivnych na HAMA a pat vzoriek pozitivnych na RF bolo
vyhodnotenych pre % recovery pridanim HE4 antigénu na priblizna koncentraciu 50 a 450 pM.
Vysledky priemernej recovery su zhrnuté v nasledujucej tabulke.*

Klinické podmienky Pocet vzoriek Stredné % recovery
HAMA 5 101
RF 5 95

* Reprezentativne data; vysledky v inych laboratériach sa mézu lisit od tychto dat.

ZARUKA

Tu prezentované udaje o €innosti boli ziskané uvedenymi postupmi. Akékolvek zmeny alebo
modifikacie postupov, ktoré Fujirebio Diagnostics nedoporucuje, mozu ovplyvnit vysledky. V tychto
pripadoch sa Fujirebio Diagnostics zrieka v8etkych vyslovnych garancii, odvodenych alebo
vyplyvajucich zo zdkona, vratane mi¢ky predpokladanej vyhrady predajnosti a pouZitefnosti.
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