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POUZITI

HE4 EIA je enzymoimunometricka souprava uréend pro kvantitativni stanoveni HE4 v lidském séru.
Souprava slouzi jako voditko pfi sledovani odpovédi na terapii pacientd s invasivnim epitelovym
ovarialnim karcinomem. Pravidelné stanoveni pacientskych hodnot HE4 by mélo byt spojeno s dalSimi
klinickymi metodami uréenymi na sledovani ovarialniho karcinomu.

Dale je ur€ena pro pouziti bud spolu s ARCHITECT CA125Il nebo CanAg125 EIA jako voditko na
uréeni rizika epitelového ovarialniho karcinomu u Zzen v premenopauze a postmenopauze s pfitomnym
panevnim loziskem. Vysledky musi byt interpretovany ve spojeni s dalSimi metodami v souladu se
standardnimi klinickymi postupy.

SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

Lidsky nadvarlatovy protein 4 (HE4) patfici do rodiny syrovatkovych kyselych proteini se Ctyf-
disulfidickym jadrem (WFDC) s predpokladanymi vlastnostmi na inhibici trypsinu. DalSi proteiny v této
rodiné jsou také SLPI, Elafin a PS20 (WFDC1) (1,2). Gen HE4 kdéduje 13 kDa protein, avsak v jeho
kvartérni glykosylované struktufe ma hmotnost pfiblizné 20-25 kDa, a sklada se z jednotlivych peptidd
obsahujicich dvé WFDC domény (3). HE4 byl jako prvni identifikovan v epitelu distalniho nadvarlete a
puvodné se pfedpokladalo, ze slouzi jako proteasovy inhibitor zapojeny do dozravani spermii (4,5).
Od té doby byla exprese HE4 objevena u nékolika normalnich tkani véetné epitelu respiranich a
reprodukcnich tkani a také v tkani karcinomu ovaria (6-10). Navic kromé exprese na bunécné drovni,
byly zjistény vysoké hodnoty vyluéovaného HE4 v séru pacientl s ovarialnim karcinomem. V pfipadé
kontrolni studie porovnavajici pacienty s ovarialnim karcinomem se zdravymi a benignimi stavy,
Hellstrdm a kolektiv zjistili, Ze HE4 detekoval ovarialni karcinom se 67% sensitivitou a 96% specificitou
(11). V nasleduijici studii vyhodnocenim velkého mnozstvi znamych biomarker( pro ovarialni karcinom
se ukazalo, Ze HE4 ma nejlepsi sensitivitu pro detekci ovarialniho karcinomu, zvlasté v ¢asné fazi
nemoci. V této studii kombinace HE4 a CA125 byla pfesnéjSim prediktorem malignity nez jednotlivé
biomarkery samostatnég, se senzitivitou 76% a specificitou 95% (12).

Ovarialni karcinom je na svété 4. nejcastgjsi pfic¢inou smrti zplsobenou rakovinou u zen. V Evropé je
rozmezi umrtnosti mezi 3,6 az 9,3 na 100 000 Zen (13). Symptomy ovarialniho karcinomu jsou
spojené s pfitomnosti adnexalnich lozisek a jsou Casto nejasné a nespecifické. Hlavni cil
diagnostického hodnoceni adnexalnich lozisek je ureni, zda jsou maligni nebo benigni. Odhadem 5
az 10 procent zen ve Spojenych statech béhem zivota podstoupi operaci podezielého ovarialniho
novotvaru, a od 13 do 21 procent z nich se zjisti ovarialni malignita (14). American College of
Obstetricians and Gyneacologists Practise Bulletin publikoval v roce 2007 nasledujici prohlaseni: ,U
Zen s ovarialnim karcinomem pod dohledem Iékafu, ktefi maji pokrocily trénink a zkusenosti s 1é¢bou
Zen s ovarialnim karcinomem, jako jsou napf. gynekologicti onkologové, se zlepSil celkovy pomér
pfeziti v porovnani stémi, které nebyly l|éCeny v takové spolupraci.® (15). Pokud je vétSina
adnexalnich lozisek benigni, je dulezité stanovit prfedoperacné, zda pacient ma vysoké riziko
ovarialnich malignit, aby se zajistil vhodny postup (15). Az do prvni zpravy z roku 1988 byly klinicky
nalez, sérovy CA125 a ultrazvuk spolu s CT scan, MRI a CT/PET standardy pfi stanoveni podezieni
adnexalnich lozisek na malignitu (16). Pfestoze literatura uvadi celou fadu ¢lankd popisujicich, ktera



metoda je nejpresnéjsi, kombinace lékafského vySetfeni, CA125 a zobrazovaci metody ma nejvysSi
predikéni hodnotu (17-19). Pro zlepSeni diagndzy u pacientli s panevnim loziskem, mize byt pouzita
HE4 EIA bud spolu s ARCHITECT CA125Il nebo CanAg125 EIA jako pomucka pfi zhodnoceni rizika
skrytého epitelialniho ovarialniho karcinomu. Vysledky musi byt interpretovany ve spojeni s dalSimi
metodami v souladu se standardnimi klinickymi postupy. DalSi pouziti soupravy HE4 EIA jako
poml(icka pfi sledovani odpovédi na terapii pacientt s invazivnim epitelialnim ovarialnim karcinomem.
Vysledky by mély byt vyuZity spolu s dalSimi klinickymi metodami pouzitymi pfi sledovani ovarialniho
karcinomu.

PRINCIP STANOVENI

HE4 EIA je nekompetitivni imunoanalytické stanoveni na pevné fazi, zalozené na dvou mysich
monoklonalnich protilatkach, 2H5 a 3D8. specifickych pro dva riiné epitopy, obsazené v doméné C-
WFDC HE4. Kalibratory a pacientské vzorky jsou inkubovany spole¢né s biotinylovanou monoklonaini
protilatkou (MAb) proti HE4 2H5 v mikroprouzcich, potazenych streptavidinem. HE4, pfitomny
v kalibratorech nebo pacientskych vzorcich, se béhem inkubace adsorbuje na mikroprouzky, potazené
streptavidinem, prostfednictvim biotinylované MAb proti HE4. Prouzky se pak promyji a inkubuji
s kifenovou peroxidazou (HRP) zna¢enou MAb proti HE4, 3D8. Po promyti se do kazdé jamky pfida
chromogenni substrat (peroxid vodiku a 3, 3, 5, 5 tetra-methylbenzidin) v tlumivém roztoku a
ponecha se probihat enzymaticka reakce. Je-li pfitomen antigen, pak béhem enzymatické reakce
dojde k modrému zabarveni roztoku vjamce. Intenzita zabarveni je Umérnd mnozZstvi HE4,
pfitomnému ve vzorcich.

Intenzita zabarveni se stanovi spektrofotometrem pro mikrodesti¢ky pfi 620 nm (nebo pfipadné po
pridani stop roztoku pfi 405 nm). Kalibracni kfivky jsou sestrojeny pro kazdé stanoveni vynesenim
hodnoty absorbance proti koncentraci kazdého kalibratoru. Koncentrace HE4 v pacientskych vzorcich
se pak odecitaji z kalibraéni kfivky.

REAGENCIE

Kazda souprava HE4 EIA obsahuje reagencie na 96 stanoveni.

ExspiraCni datum soupravy je uvedeno na vnéjSim Stitku na krabici soupravy.

Po uplynuti exspiraéni doby soupravu jiz nepouzivejte.

Nemichejte reagencie z riznych vyrobnich Sarzi soupravy.

Soupravu skladujte pfi 2 — 8°C. Nezamrazuijte.

Stabilitu otevfenych reagencii naleznete v tabulce, uvedené niZze. Reagencie jsou stabilni po
uvedenou dobu, pokud nejsou kontaminovany, jsou skladovany v dobfe uzavienych
originalnich lahvickach a zachazi se s nimi pfedepsanym zpuisobem. Okamzité po pouziti je
opét uskladnéte pfi 2 — 8°C.

Slozka Mnozstvi Skladovani a stabilita

po prvnim otevieni
MICROPLA

Mikrodesticka 1 desti¢ka 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na desti¢ce

12 x 8 jamek potazenych streptavidinem. NepouZité prouzky po otevieni okamZité vratte do
hlinikového sacku, obsahujiciho vysouSedlo. Peclivé uzaviete, aby byly prouzky uchovavany v suchu.

| CAL [ HE4 | A |

Kalibrator HE4 A 1x8 mi 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvicce

Fosfatovy tlumivy solny roztok s hovézim sérovym albuminem, inertni Zlutou barvou a s neazidovym
antimikrobialnim konzervacnim Cinidlem. Pfipraven k pouZiti. Také uréen pro fedéni pacientskych
vzorkd.



Slozka Mnozstvi Skladovani a stabilita
po prvnim otevieni

Kalibratory HE4 B-F 5 lahvicek, lyofilizovano Stabilita po rozpusténi
4 tydny pfi 2 - 8°C
4 mésice pfi —20°C nebo nize

| CAL [HE4 | B |

1x1ml
| CAL [HE4[ C | 1x1ml
[cAL [HE4 ] D | 1t mi
|CAL [HE4[ E | 1x 1 ml
| CAL [HE4[ F | 1x1ml

Lyofilizované kalibratory obsahuji antigen HE4 ve fosfatovém tlumivém solném roztoku s hovézim
sérovym albuminem, inertni Zlutou barvou a s neazidovym antimikrobialnim konzerva&nim Cinidlem.
Pred pouzitim rozpustit v destilované nebo deionizované vodé. POZNAMKA: Presna koncentrace
HE4 je specificka pro kazdou vyrobni Sarzi a je vyznacena na stitku kazdé lahvicky.

Kontroly HE4 2 lahvicky, lyofilizovano Stabilita po rozpusténi
4 tydny pfi 2 - 8°C
4 mésice pfi —20°C nebo nize

| CONTROL | HE4 | 1| -

| CONTROL | HE4 | 2 | et

Lyofilizované kontroly obsahuji antigen HE4 v matrici lidského séra a neazidové antimikrobialni
konzervacni Cinidlo. Pfed pouZitim rozpustit v destilované nebo deionizované vodé.

BIOTIN| Anti-HE4

Biotin Anti-HE4 1x15 ml 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢ce

Biotinylovana mysi monoklonalni protilatka proti HE4, pfiblizné 1 pg/ml. Obsahuje fosfatovy tlumivy
solny roztok (pH 7,2) s hovézim sérovym albuminem, blokovacimi €inidly, detergentem a inertni
modrou barvou, a neazidovym antimikrobidlnim konzervaé&nim &inidlem. Pfipravena k pouziti.

| CONJ | Anti-HE4

Indikator, HRP Anti-HE4 1X0,75 mi 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvice

Zasobni roztok mysi monoklonalni protilatky proti HE4, konjugované s HRP, pfiblizné 40 ug/ml.
Obsahuje neazidové antimikrobialni konzervacni latky. Pfed pouzitim nafedit Fedidlem pro indikator.




Slozka Mnozstvi Skladovani a stabilita

po prvnim otevieni

Redidlo pro indikator 1x15 ml 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢ce

Fosfatovy tlumivy solny roztok (pH 7,2) s hovézim sérovym albuminem, blokovacimi €inidly,
detergenty, inertni modrou barvou a neazidovym antimikrobidlnim konzervaénim &inidlem. Pfipraven
k pouZiti.

Substrat TMB HRP 1x12 ml 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢ce

Obsahuje tlumivy roztok peroxidu vodiku a 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidinu (TMB). Pfipraven
K pouziti.

Stop roztok 1x15 ml 2 — 8°C do data exspirace,
uvedeného na lahvi¢ce

Obsahuje 0,12M kyselinu chlorovodikovou. Pfipraven k pouZiti.

WASHBUF | 25X |

Koncentrat promyvaciho 1 x50 ml 2 — 8°C do data exspirace,
roztoku uvedeného na lahvi¢ce

Tlumivy solny roztok Tris-HCI s Tweenem 20. Obsahuje Germall Il jako konzervaéni €inidlo. Pfed
pouzitim naredit 25krat vodou.

Znamky nestability
Substrat TMB HRP by mél byt bezbarvy nebo slabé namodraly. Modra barva znamena, Ze reagencie
byla kontaminovana a méla by byt zlikvidovana.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro

o Dodrzujte instrukce v Navodu k pouziti. Spolehlivost vysledku nemize byt garantovana
v pfipadé odchylky od Navodu k pouZiti.

e Se vSemi pacientskymi vzorky zachazejte jako s potencialné infekénimi. Doporucuje se
zachazet s reagenciemi lidského plvodu a pacientskymi vzorky podle OSHA ,Standard on
Bloodborne pathogens* (20). Uroveri biologického nebezpeé&i 2 (21) nebo jiné vhodné
doporuceni pro manipulaci s biologicky nebezpe¢nym materialem by mélo byt uplatnéno pfi
manipulaci s materialem obsahujicim nebo potencialné obsahujicim infek&ni agens.

e  P¥ilikvidaci odpadu postupuijte podle mistnich bezpeénostnich pfedpisu.

Upozornéni
Material pouzity pfi pfipravé reagencii lidského plivodu byl testovan a bylo zjisténo, Zze zadna slozka
nereagovala s protilatkami proti antigenim HIV1 a HIV2, HCV a povrchovému antigenu hepatitidy B
(HBsAg). AvSak zadna metoda nem(ze kompletné zarucit nepfitomnost nemoci prenasené krvi, a
proto se musi se vSemi reagenciemi lidského pdvodu zachazet a manipulovat jako s potencialné
infek&nimi.



PRIPRAVA A SKLADOVANi VZORKU

Souprava HE4 EIA je ur€ena pro pouziti sérovych vzorkl (v€etné séra odebiraného do separacnich
zkumavek (SST)). Plasma nebo jiné lidské tekutiny nebyly schvaleny pro soupravu HE4 EIA. Krev
odeberte ze zily a dodrzujte postup uvedeny v navodu pro odbérové zkumavky. Pfi zkoumani série
vzorkl by se mély pouzit vzorky stejného puvodu jako béhem studie. Sérum mi{ize byt skladovano 3
dny pfi 2 — 8°C pred analyzou. Pro delSi skladovani se doporucuje uchovavat vzorky pfi teploté -40°C
nebo nizsi.

Pred analyzou vzorky ponechte pozvolna rozmrzat pfi laboratorni teploté a DUKLADNE promichejte
vicekrat opatrnym otacenim vzork(. Vzorky obsahujici vét§i mnozZstvi velkych ¢astic by mély byt pred
pouZzitim odstfedény po dobu 10 minut pfi 10 000 x g, aby se eliminovaly jakékoliv ¢astice, které mohly
vzniknout v dlisledku procesu tani.

POSTUP

Potiebné materialy nedodavané se soupravou

1. Trepacka pro mikrodestiky
Trepani by mélo byt stfedni az silné, pfiblizné 700 — 1100 kmitG /min.
2. Promyvaci zafizeni pro mikrodesticky
Automaticka promyvacka desti¢ek, ktera umozni nastavit 1, 3 a 6 promyvacich cykli s
minimalnim objemem 350 pl/jamku/promyvaci cyklus.
Pokud neni k dispozici automaticka promyvacka, doporuCujeme 8-kanalovou pipetu
s vyménitelnymi Spi¢kami o objemu 350 pl.
3. Spektrofotometr pro mikrodesticky
S vinovou délkou 620 nm a/nebo 405 nm a rozsahem absorbance od 0 do 3,0.
4. Presné pipety
S plastovymi Spi¢kami na jedno pouZiti, schopné davkovat mikrolitrové objemy. UZite€na, ale ne
nezbytna je i 8-kanalova pipeta nebo opakovaci pipeta s plastovymi §pi¢kami na jedno pouZiti pro
davkovani 100 pl.
Pipety pro mililitrové objemy.
5. Destilovana nebo deionizovana voda
Pro rozpousténi kalibrator(, kontrol HE4 a pro pfipravu promyvaciho roztoku.

Poznamky k postupu stanoveni

1. Aby bylo zajisténo spravné pouzivani soupravy HE4 EIA, je tfeba dikladné porozumét obsahu
tohoto pfibalového letaku. Reagencie dodavané se soupravou jsou nedilnou soucasti pfi jejim
pouziti. Nemichejte stejné reagencie ze souprav, které maji rlizna vyrobni ¢isla. Nepouziveijte
reagencie ze soupravy po uplynuti data exspirace, vytisténého na vnéjsi strané krabice soupravy.

2. Pred pouzitim je tfeba reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu (20 — 25°C). Zmrazené
vzorky nechte rozmrzat pomalu a po roztati je jemné, ale dikladné promichejte. Abyste ziskali
spravné vysledky, pracujte pouze pfri teploté mezi 20 a 25°C.

3. Pred zapocetim pipetovani kalibratort a pacientskych vzorkl vam doporucujeme oznadit si
jednotlivé prouzky, abyste byli schopni béhem stanoveni i po jeho skoneni jednoznaéné
identifikovat vSechny vzorky.

4. Podminka efektivniho a dukladného promyti prouzkd za u¢elem oddéleni navazaného a
nenavazaného antigenu a reagencii komplexu antigen-protilatka navazanych na pevné fazi je
jednim z nejdulezitéjSich krokll v EIA. Zajistéte, aby kazda jamka byla GpIné naplnéna az ke
svému okraji a aby jamky mezi jednotlivymi promyvacimi cykly i po skon€eni promyvani
byly dokonale odsaty a byly suché. Jestlize v jamkach zbyla néjaka kapalina, jamky obrat'te
a peclivé je vyklepejte do vrstvy bunicité vaty.

Automatické promyvani prouzku: Postupuijte podle pokynu vyrobce pro provoz a promyveijte
pozadovanym poc¢tem promyvacich cykll pfed a po kazdém inkubaénim kroku.

V odsavacim/promyvacim zafizeni by promyvaci roztok nemél zustavat po delSi dobu, protoze by
se jehly mohly ucpat a Spatné davkovat kapalinu nebo odsavat.

5. Substrat TMB HRP je velmi citlivy na kontaminaci. Abyste zachovali jeho optimalini stabilitu a
zabranili kontaminaci, odlijte poZadované mnozstvi z lahvicky do peélivé vymyté nadobky nebo
nejlépe do plastové nadobky na jedno pouziti. Pouzivejte pouze Cisté plastové Spicky na jedno
pouziti.



6. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi pouZivejte pouze Cisté plastové Spicky na jedno pouZiti a
spravnou techniku pipetovani. Spi¢ku pipety drzte kousek nad okrajem jamky a nedotykejte se
plastového prouzku ani hladiny kapaliny v jamce, abyste zabranili vzajemnému pfenosu vzorku a
reagencii. Spravna technika pipetovani je zvlast dllezita pfi manipulaci se substratem TMB HRP.

Pfiprava reagencii Stabilita pfipravené reagencie

Kalibratory HE4 B - F 4 tydny pfi 2 — 8°C
4 mésice pfi —20°C nebo nize

Do kazdé lahviCky pridejte pfesné 1 ml destilované nebo deionizované vody. Ponechte alespon 15
minut stat, aby se obsah dokonale rozpustil a jemné promichejte. POZNAMKA: Koncentrace
kalibratort je uvedena na Stitcich a musi byt pouzita pfi vypoctu vysledki.

Kontroly HE4 4 tydny pfi 2 — 8°C
4 mésice pfi —20°C nebo nize

Do kazdé lahviCky pridejte pfesné 1 ml destilované nebo deionizované vody. Ponechte alespon 15
minut stat, aby se obsah dokonale rozpustil a jemné promichejte. POZNAMKA: Rozsah kontrol je
uveden na §titcich.

Promyvaci roztok 2 tydny pfi 2 — 25°C v uzavieném zasobniku

Do Cisté zasobni lahve nalijte 50 ml koncentratu promyvaciho roztoku a nafedte 25 x pfidanim 1200
ml destilované nebo deionizované vody, abyste ziskali tlumivy promyvaci roztok.

Pracovni roztok indikatoru (tracer) 4 tydny pfi 2 — 8°C v uzavieném zasobniku

Pfipravte poZadované mnoZzstvi pracovniho roztoku indikatoru (traceru) pro jeden prouzek smichanim
50 pl indikatoru HRP Anti-HE4 s 1 ml fedidla pro indikator (viz nize uvedena tabulka ):

Pocet prouzk Indikator, HRP Anti-S100 (ul) Redidlo pro indikator (ml)

50

100
150
200
250
300
350
400
450
10 500 10
11 550 11
12 600 12

O©CoOoONOOTBRRWN -
O©CoOoONOOTBRRWN -

Pro pfipravu pracovniho roztoku indikatoru pouzijte Cistou plastovou nebo sklenénou lahvicku.

Dal$i moznost: Nalijte obsah lahvicky s indikatorem HRP Anti-HE4 do lahvi¢ky s fedidlem pro
indikator a jemné promichejte. Pfesvédcte se, Ze jste do lahvicky s fedidlem pro indikator opravdu
pfenesli veSkery indikator HRP Anti- HE4.

Poznamka: Pracovni roztok indikatoru je stabilni 4 tydny pfi 2 — 8°C. Nepfipravujte vic pracovniho
roztoku indikatoru, neZ bude pouZito b&éhem této doby a ujistéte se, Ze je uchovavan spravné.



POSTUP STANOVENI

Stanoveni kalibratort a pacientskych vzork(i provadéjte v duplikatech. Pro kazdé stanoveni sestrojte
novou kalibracni kfivku. VSechny reagencie a vzorky musi byt pfed pouZitim vytemperovany na
laboratorni teplotu (20 — 25°C).

1. Zacnéte pfipravovat kalibratory B-F, kontroly 1 a 2, promyvaci roztok a pracovni roztok indikatoru.
Je dulezité pouzivat Cisté nadobi. Postupujte pfesné podle navodu.

2. Do ramecku na prouzky viloZte pozadovany pocet prouzkl s mikrojamkami. (Zbyvajici prouzky
okamzité vratte do hlinikového sacku s vysousedlem a peclivé ho uzavrete.) VSechny prouzky
jedenkrat promyjte promyvacim roztokem. Promyjte pouze tolik prouzku, kolik jich bude
zpracovano béhem nasledujicich 30 minut.

3. Do jamek napipetujte 25 pl kalibratori HE4 (KAL A,B,C,D,E a F), kontroly HE4 (C1, C2) a
pacientskych vzorkl (neznamé Nez) podle nasledujiciho schematu:

1 2 3 4 5 6 7 atd.
A Kal Kal Nez.1
A E
B Kal Kal Nez.1
A E
C Kal Kal Nez 2
B F
D Kal Kal Nez 2
B F
E Kal C1 Atd.
C
F Kal C1
C
G Kal Cc2
D
H Kal Cc2
D

4. Pomoci pfesné pipety (nebo pfesné 8-kanalové pipety na 100 pl ) pfidejte do vSech jamek 100 ul
biotinylované Anti-HE4. Pipetu drzte kousek nad hornim okrajem jamky a nedotykejte se
plastového prouzku ani hladiny kapaliny, aby nedochazelo k vzajemné kontaminaci v jamkach.

5. Ramecek s prouzky inkubujte za stalého tfepani po dobu 1 hodin (+ 10 min.) pfi laboratorni teploté
(20 — 25°C) na tfepacce pro mikrodesticky.

6. Po prvni inkubaci vSechny prouZzky tfikrat odsajte a promyjte podle promyvaciho postupu,
popsaného v Poznamkach k postupu stanoveni, bod 4.

7. Do v8ech jamek pfidejte 100 pl pracovniho roztoku indikatoru. PouZijte stejny postup pipetovani,
jak je popsan vySe v bodu 4.

8. Ramecek inkubujte za stalého tfepani 1 hodinu (+ 5 min.) pfi laboratorni teploté.

9. Po druhé inkubaci vSechny prouzky Sestkrat odsajte a promyjte podle promyvaciho postupu,
popsaného v Poznamkach k postupu stanoveni, bod 4.

10. Do vS8ech jamek pfidejte 100 ul substratu TMB HRP. Pouzijte stejny postup pipetovani, jak je
popsan vySe v bodu 4. Substrat TMB HRP pipetujte co nejrychleji, doba mezi napipetovanim prvni
a posledni jamky nesmi pfesahnout 5 minut.

11. Inkubujte po dobu 30 minut (£ 5 min.) pfi laboratorni teploté za stalého tfepani. Zabrante pisobeni
pfimého sluneéniho svétla.

12. Okamzité zméfte absorbanci pfi 620 nm ve spektrofotometru pro mikrodesticky.

DalsSi moznost
Pokud v laboratofi neni spektrofotometr na mikrodesti¢ky, schopny méfit pfi 620 nm, mizete stanovit
absorbanci nasledovné:

Alt.

12. Pfidejte 100 pl Stop roztoku. Promichejte a b&hem 15 minut od pfidani Stop roztoku odectéte
absorbanci ve spektrofotometru pro mikrodesti¢ky pfi 405 nm.



Rozsah méfeni

Soupravou HE4 EIA Ize méfit koncentrace mezi 15 a 900 pM. Jestlize oCekavate koncentrace HE4
nad timto rozsahem méfeni, doporuujeme vzorky pfed mé&fenim nafedit kalibratorem HE4 - A. ( viz.
,Vypocet vysledkll nafedénych vzorkd®).

Kontrola kvality

HE4 kontrola 1 a 2 by mély byt pouzity pro validaci série stanoveni. Rozsahy oCekavanych vysledku

jsou na Stitcich lahvicek.

Vysledky méfeni HE4 by mély byt povaZovany za validni, jestlize:

- Priimérné hodnoty kontrol v duplikatu jsou v deklarovaném rozsahu.

- Opakované mérfeni v duplikatu jednotlivych kalibratordl B-F a kontrol ma variacni koeficient do
15%

- PFi opakovaném méreni v duplikatu kalibrator(l A (nula) nebude rozdil mezi nimi vétsi néz 0,06
O.D.

Jestlize se ziskaji hodnoty mimo hranice deklarovaného rozsahu kalibrator(i a kontrol, je nutno provést
ddkladnou kontrolu vSech reagencii, pfesnosti pipet, promyvacky mikrotitracnych desti¢ek a ucinnosti
meéficiho spektrofotometru a analyzu zopakovat. Kazda laboratof si muze pfipravit vlastni interni
kontroly riznych hladin ze ziskanych pacientskych sér, aby byla zajiSténa pfesnost méfeni.

Referenéni material
ProtoZze zadné obecné referenéni materialy pro antigen HE4 nejsou k dispozici, hodnoty kalibratora
HE4 byly stanoveny ve srovnani se sadou referen¢nich standardu vyrobce.

VYPOCGET VYSLEDKU

Pouziva-li se spektrofotometr na mikrodesti¢ky s vestavénym vypocetnim programem, Ffidte se
navodem ke spektrofotometru a vytvofte program, ve kterém pouZijete koncentrace, uvedené na
Stitcich kalibratord HE4.
Pro automaticky vypocet vysledkt HE4 doporu€ujeme pouzit nékterou z nasledujicich metod:
e Aproximaci kfivky ,kubicky spline®. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator A s hodnotou 0 pM.
¢ Interpolaci proloZzenim od bodu k bodu. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator A s hodnotou 0
pM.
o Metodu kvadratické aproximace kfivky. Do kfivky je nutno zahrnout kalibrator A s hodnotou 0
pM.
POZNAMKA: Nepouzivejte 4-parametrovou nebo linearni regresi.
Pfi manualnim vyhodnoceni se kalibrac¢ni kfivka ziska vynesenim hodnot absorbance (A), ziskanych
pro kazdy kalibrator HE4, proti odpovidajici koncentraci HE4 (v pM). Neznamé koncentrace HE4 se
potom odectou z kalibraéni kfivky na zakladé prumérné hodnoty absorbance kazdého pacientského
vzorku.

Vypocet vysledkd fedénych vzorkd

Jestlize pfi prvnim stanoveni vzorky vykazuji hodnoty HE4 vySSi nez je hodnota 900 pM, musi byt
naredény kalibratorem HE4 A v poméru 1/10 a 1/100 a znovu analyzovany, aby se ziskala pfesna
koncentrace HE4.

-1/10 fedéni = 50 ul pacientského vzorku + 450 pl kalibratoru HE4 A

- 1/100 fedéni = 50 yl pacientského vzorku nafedéného 1/10 + 450 pl kalibratoru HE4 A

Koncentrace HE4 nefedéného vzorku se vypocte nasledovne:
- E{edéni 1/10: 10 x namérena hodnota
- Redéni 1/100: 100 x namérena hodnota

Riziko Ovarialni Malignity - Algoritmus (ROMA) pro stanoveni rizika epitelidlniho ovarialniho karcinomu
U Zen v premenopauze a postmenopauze s pfitomnym panevnim loZiskem



Vypocet prediktivniho indexu

Prediktivni index (Pl) se vypocita zvlast pro Zeny v premenopauze a postmenopauze podle nize
uvedenych rovnic (1) a (2). Do vypocetnich rovnic se vkladaji hodnoty ziskané soupravou HE4 EIA, a
dale bud soupravami ARCHITECT CA 125l nebo CanAg CA 125 EIA pro vypocet Pl podle
menopauzalniho stavu zen.

(1) Premenopauzalni Zzeny

Prediktivni index (PI) = -12,0 + 2,38*LN[HE4] + 0,0626*LN[CA125]
(2) Postmenopauzalni Zeny

Prediktivni index (PI) = -8,09 + 1,04*LN[HE4] + 0,732*LN[CA125]

Vypocet hodnoty ROMA
Pro vypocet hodnoty ROMA (napf. Prediktivni pravdépodobnost), viozte vypocitanou hodnotu
prediktivniho indexu do rovnice (3);
(3) Hodnota ROMA (%) = exp(PI) /[1+exp(PI)]*100
Nize uvedené pfiklady mohou byt pouzity pro ucel validace vypoétu Pl a hodnoty ROMA:

Menopauzalni stav | HE4 | CA125 | Vypocet PI PI ROMA
(pM) | (U/ml) (%)
Premenopauzalni 37,5 | 74,9 -12,0+(2,38%3,624)+(0,0626*4,316) | -3,10388 | 4,29
Premenopauzalni 386,6 | 21,8 -12,0+(2,38%5,957)+(0,0626*3,082) | 2,371517 | 91,5
Postmenopauzalni 66,7 | 11,3 -8,09+(1,04*4,200)+(0,732*2,425) -1,94683 | 12,5
Postmenopauzalni 383,1 | 22,7 -8,09+(1,04*5,948)+(0,732*3,122) 0,381799 | 59,4

LIMITACE METODY

Pacientky s potvrzenym ovarialnim karcinomem mohou mit hodnoty ve stejném rozmezi jako zdravé
Zeny. Urcité histologické typy ovarialniho karcinomu napf. mucinézni a zdrode¢né buné&éné tumory
zfidka exprimuji HE4, proto HE4 neni doporucovana pro sledovani pacientl se zjisténym mucinéznim
a zarode¢nym bunécnym karcinomem (7). Naopak, zvySené hladiny antigenu HE4 mohou byt
nalézany u jedinct s nemalignimi nemocemi. Proto, zvySeni HE4 nem(ze byt absolutnim dikazem
pritomnosti nebo nepfitomnosti malignity a stanoveni HE4 by nemélo byt pouzivano pro nadorovy
screening. Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany jen ve spojeni s dalSimi vySetfenimi a
metodikami diagnostiky nemoci a sledovani pacient. Stanoveni HE4 by také nemélo nahradit zadné
zavedené klinické vySetreni.

Algoritmus rizika ovarialni malignity nebyl schvalen pro nasledujici skupiny pacient: pacienti
s predeslou léEbou malignity, pacienti aktualné |é€eni chemoterapii a pacienti mladsi 18 let. Vzorec
matematické funkce, uvedeny jako Algoritmus rizika ovarialni malignity (ROMA), zavisi na
premenopauzalnim nebo postmenopauzalnim stavu Zen. Ureni premenopauzalniho nebo
postmenopauzalniho stavu musi byt provedeno na zakladé funkce ovarii, uréené zinformaci,
dostupnych z klinického vyhodnoceni a IéCebné historie. Hodnoty ROMA nezahrnuji vék, rodinnou
historii, klinické nalezy nebo zobrazeni vysledkld a mohou byt interpretovany v souvislosti s témito
parametry.

Selhani soupravy HE4 EIA a/nebo CA125 jako je naznaceno, nebo chyba ve vypocltu vysledkl mize
vést k nepfesnym vyhodnoceni rizika a nevhodné |écbé pacienta. Specialné faleSné nizké hodnoty
stanoveni mohou vést k tomu, Ze pacient ma nizsi riziko epitelového ovarialniho karcinomu, coz by
mohlo vést k méné specifické 1éEbé. Pouziti vysledkll bez vzeti v ivahu dalSich laboratornich nalezi,
vysledk(l zobrazovacich technik a klinického obrazu by mohlo pfedstavovat riziko.

Protilatky proti reagenciim (lidské protilatky proti mys$im imunoglobulindm (HAMA) nebo heterofilni
protilatky) v pacientském vzorku by pfipadné& mohly rudit stanoveni, i kdyZ jsou pouZity v tlumivych
roztocich specifické blokovaci reagencie. Stanoveni musi byt provadéno v prostredi s kontrolou
teploty, protoze inkubace pfi teplotach vyssSich nez jsou doporuéeny v rozmezi 20 — 25 °C
mohou davat faleSné nizké vysledky.



OCEKAVANE HODNOTY

Distribuce HE4 stanoveni v 1147 pacientskych vzorcich je uvedena v tabulce nizZe.

Distribuce hodnot HE4

Pocet 0- 150,1- 300,1- >500

jedinct 150 pM 300 pM 500 pM pM
Zdravi
zeny - 76 72 3 0 1
(Premenopauzalni)
Zeny
(Postmenopauzalni) 103 97 5 0 !
Benigni stavy
Téhotenstvi 22 21 1 0 0
Benigni
gynekologické 347 324 18 1 4
onemocnéni
Jiné benigni 108 82 8 7 11
onemocnéni
Hype’:rt’ense/Srdecnl 96 75 16 > 3
selhani
Rakovina
Ovarialni karcinom 127 27 18 21 61
Karcinom prsu 46 40 4 2 0
Karcinom plic 50 29 15 6 0
Karcinom 116 86 15 4 11
endometria
Gastromtestmalm 56 47 8 0 1
karcinom

V této studii mélo 94,4% zdravych Zen hodnoty HE4 na nebo pod urovni 150 pM. DoporuCuje se, aby
si kazda laborator stanovila vlastni referenéni hodnoty pro kazdou skupinu.

Sledovani pribéhu nemoci u pacientt s diagnostikovanym ovarialnim karcinomem

Uginnost soupravy HE4 EIA jako pomlicka pfi sledovani prib&hu nemoci pacientli s ovarialnim
karcinomem byla vyhodnocena na zakladé zmén hodnot HE4 u vzork( sér od 80 pacientl porovnanim
se zménami pribéhu nemoci. Studie s celkovym poétem 354 paru pozorovani byla provedena
s prumérnym poctem 4,4 pozorovani na pacienta. Pozitivni zména HE4 byla definovana jako zvy$eni
hodnoty o minimalné 25% oproti hodnoté predeslé. Tato zména hladiny zohledhuje variabilitu
soupravy a biologickou variabilitu. S progresi nemoci korelovalo 60% nebo 76/126 pacientskych
vzorkl s pozitivni zménou, zatim co onemocnéni bez progrese korelovalo u 75% nebo 171/228 s
béznych pacientskych vzork(i Zadnou vyznamnou zménou HE4. Celkova shoda byla 70% nebo
247/354. V néasledujici tabulce jsou uvedena data ve formatu 2 x 2

Zména ve stavu nemoci na souvisejici par

Zvyseni koncentrace HE4 Progrese Bez progrese Celkové
>25% 76 57 133
<25% 50 171 221
celkové 126 228 354
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Nasledujici tabulka uvadi distribuci na pacienta. S progresi nemoci korelovalo 93% nebo 54/58
pacientskych souborl sér s pozitivni zménou, pfi¢emz u nemoci bez progrese korelovalo 32% nebo
7/22 soubort sér se zadnou vyznamnou zménou hodnot HE4. Celkova shoda v této studii byla 76%
nebo 61/80.

Zména ve stavu nemoci na pacienta

Zvyseni koncentrace HE4 Progrese Bez progrese Celkové
>25% 54 15 69
<25% 4 7 11
celkové 58 22 80

Vyhodnoceni rizika u pacienti s panevnim loziskem

Uginnost vyhodnoceni rizika pro epitelovy ovarialni karcinom u pacientli s panevnim loZiskem byla
stanovena v prospektivni, multi-centrické, dvojité zaslepené klinické studii pomoci soupravy HE4 EIA
v kombinaci s CA125 stanovenym bud soupravou ARCHITECT CA125Il, nebo CanAg CA125 EIA.
Algoritmus ROMA byl vyvinut pro zhodnoceni rizika epitelového ovarialniho karcinomu. Algoritmus
zohledfiuje hodnoty jak HE4 a CA125 tak i menopauzalni stav pacientky. Algoritmus vypocitava
prediktivni pravdépodobnost nalezeni epitelového ovaridlniho karcinomu pfi chirurgickém zakroku. V
prospektivni studii s celkovym poétem 502 pacientl byla vyhodnocena prediktivni pravdépodobnost
ovarialniho karcinomu a na zakladé hodnot ROMA bylo mozno rozdélit pacienty na skupinu
s vysokym a nizkym rizikem.

Kumulativni frekvenéni distribuce hodnot ROMA pro pfipad benigniho a ovarialniho nadoru,
zahrnujicim nadory s nizkym malignim potencialem (LMP) pomoci algoritmu je uvedena na obrazku 1
a 2 pro kombinaci HE4 EIA a ARCHITECT CA125Il a na obrazku 3 a 4 pro kombinaci HE4 EIA a
CanAg CA125 EIA. Grafy frekvenéni distribuce znazorfiuji distribuci pacientd s benignim
onemocnénim a epitelovym ovaridlnim karcinomem (zahrnujicim LMP) pfi rdznych meznich
hodnotach ROMA.

11



Obr. 1 Kumulativni frekvenéni distribuce hodnot ROMA pro premenopauzalni Zzeny. HE4 EIA a

Procento begidnich pfipadd s nizkou hodnotou ROMA

Procento benignich pfipadia s nizkou hodnotou ROMA

ARCHITECT CA125llI
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ROMA nodnota: HE4 EIA + ARCHITECT CA125 I
Obr. 2 Kumulativni frekvenéni distribuce hodnot ROMA pro postmenopauzalni zeny.
HE4 EIA a ARCHITECT CA125II
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ROMA hodnota: HE4 EIA + ARCHITECT CA125 I
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Obr. 3 Kumulativni frekvenéni distribuce hodnot ROMA pro premenopauzalni zeny.
HE4 EIA a CanAg CA125 EIA
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ROMA hodnora: HE4 EIA + CanAg CA125

Obr. 4 Kumulativni frekvenéni distribuce hodnot ROMA pro postmenopauzalni Zeny.
HE4 EIA a CanAg CA125 EIA
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ROMA hodnota: HE4 EIA + CanAg CA125
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Rozdéleni do skupin s nizkym a vysokym rizikem

Pro rozdéleni zen do skupin podle rizika nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu byl pouzit
algoritmus rizika ovarialni malignity. Nasledujici mezni hodnoty byly uréeny s cilem poskytnout
specifitu 75% pro kombinaci souprav HE4 EIA a ARCHITECT CA125lI:

Premenopauzalni zeny

Hodnota ROMA =13,1% = Vysoké riziko nalezeni epitelového ovaridlniho karcinomu

Hodnota ROMA <13,1% = Nizké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu
Postmenopauzalni zeny

Hodnota ROMA 227,7% = VVysoké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu

Hodnota ROMA <27,7% = Nizké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu

Pfifazeni rizika do vysokého rizika skrytého epitelového ovarialniho karcinomu vyuzitim hodnoty
ROMA pfi 75% hladiné specifity u vSech pacientek s adnexalnim loziskem pro kombinaci souprav
HE4 EIA a ARCHITECT CA125Ill je uvedeno v tabulce 1, zahrnujici rozdéleni rizika, ziskané pro
rozdéleni skupin premenopauzalnich a postmenopauzalnich Zen. Citlivost rozdéleni pacientek do
skupin s vysokym a nizkym rizikem epitelového ovarialniho karcinomu stadia 1- IV byla 94% a
specifita 75%, takZze 75% Zen s benignim panevnim loZiskem bylo zafazeno do skupiny s nizkym
rizikem. Pozitivni a negativni prediktivni hodnoty byly 58% a 97%.

Tabulka 1: Pfifazeni rizika do vysokého rizika skrytého epitelového ovarialniho karcinomu (EOC) pro
vypocet hodnoty ROMA kombinovanych u pacientek s pfitomnym adnexalnim loziskem pouzitim
kombinace souprav HE4 EIA a ARCHITECT CA125I1.

Premenopauzalni mezni hodnota pro pfifazeni do vysoce rizikové skupiny pfi 75% hladiné specifity je
213,1%,

Postmenopauzalni mezni hodnota pro pfifazeni do vysoce rizikové skupiny pfi 75% hladiné specifity je
227,7%.

Premenopauzalni |Postmenopauzalni | Spojené pre- &
zeny zeny postmenopauzalni zeny
n = 234 n =268 n = 502
Spojené EOC & LMP 26/ 34 (76%) 108/ 117 (92%) 134/ 151 (89%)
stadia | - IV
Nizky maligni potencial | 10/ 16 (63%) 3/ 6 (50%) 13/ 22 (59%)
Stadium | - Il EOC 6/ 7 (86%) 24/ 28 (86%) 30/ 35 (86%)
Stadium | - I’ EOC 7/ 8 (88%) 35/ 39 (90%) 42/ 47 (89%)
Stadium | - IV EOC 16/ 18 (89%) 105/ 111 (95%) 121/ 129 (94%)
aStadium | - lllb & stadium IIC (pfedstéra negativni, mizni uzliny pozitivni) epitelového ovarialniho
karcinomu

Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily v citlivosti a specificité hodnoty ROMA pfi pouziti
hodnot HE4 EIA a ARCHITECT CA125ll nebo CanAg CA125 EIA pro rozlieni mezi benignimi
onemocnénimi a epitelovym ovarialnim karcinomem. P¥i pouZitim kombinace stanoveni CanAg CA125
EIA + HE4 EIA byla citlivost pfifazeni pacientek s epitelovym ovarialnim karcinomem stadia | - IV do
skupiny s vysokym rizikem 93%. Pozitivni a negativni predikéni hodnoty byly 57% a 97%. Je tieba
zdlraznit, ze rizné mezni hodnoty pro rozdéleni do skupin s vysokym a nizkym rizikem musi
byt vybrany na stejném zakladé jako pro stanoveni CA125.

Nasledujici mezni hodnoty byly urCeny s cilem poskytnout specifitu 75% pro kombinaci souprav
CanAg CA125 EIA + HE4 EIA:

Premenopauzalni zeny

Hodnota ROMA =212,5% = Vysoké riziko nalezeni epitelového ovaridlniho karcinomu

Hodnota ROMA <12,5% = Nizké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu
Postmenopauzalni zeny

Hodnota ROMA 214,4% = Vysoké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu

Hodnota ROMA <14,4% = Nizké riziko nalezeni epitelového ovarialniho karcinomu

FaleSné negativni poméry a procenta epitelového ovarialniho karcinomu u pacientek s pfitomnym
adnexalnim loZiskem, zafazujici do nizkého rizika skrytého epitelového ovaridlniho karcinomu,
s pouzitim hodnot ROMA pfi 75% hladiné specifity, jsou ukazany v Tabulce 2. Rozdéleni do skupin
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s nizkym a vysokym rizikem skrytého epitelového ovarialniho karcinomu s pouzitim algoritmu ROMA
pfi 75% hladiné specifity maji celkové za nasledek faleSné negativni pomér v 6,2%. T¥i (3) procenta
vSech pfipadd, pfifazenych do skupiny s nizkym rizikem, pfedstavu;ji epitelovy ovarialni karcinom.
Tabulka 2: FaleSné negativni pomér (FNR) a procenta epitelovych ovarialnich karcinomu pro vSechny
pfipady, pfifazené do skupiny s nizkym rizikem, u pacientek s pfitomnym adnexalnim loziskem,
s pouzitim hodnot ROMA.

Premenopauzalni mezni hodnota pro pfifazeni do skupiny nizkym rizikem pfi 75% hladiné specifity je
<13,1%, postmenopauzalni mezni hodnota pro pfifazeni do skupiny nizkym rizikem pfi 75% hladiné
specifity je <27,7%.

Epitelovy FaleSné negativni pomér (FNR) Procenta karcinomii ve skupiné
ovarialni s nizkym rizikem
karcinom® Falesné Karcinomy |FNR® Fale$né Pravdivé (%)°

negativni | celkem negativni | pozitivni

karcinomy karcinomy | benigni

onemocnéni

Premenopauzalni |2 18 11,1% 2 149 1,3%
Postmenopauzalni | 6 111 5,4% |6 113 5,0%
Vsechny 8 129 6,2% 8 262 3,0%
pacientky

®Nadory s nizkym malignim potencialem (LMP) nejsou zahrnuty; "FNR=Fale$né& negativni/(Pravdivé
pozitivni+Fale$né negativni); “Fale$né negativni/(Pravdivé negativni+Falesné negativni)

CHARAKTERISTIKY SOUPRAVY

Preciznost

Preciznost soupravy HE4 je < 15% VK. Studie byla provedena podle doporu¢eni NCCLS EP5-A (22).
Panel Ctyf vzorkd sér byl analyzovan za pouziti dvou vyrobnich Sarzi reagencii, ve dvou replikatech a
dvakrat denné po dobu 20 dna. Vysledky této studie jsou shrnuty nize.*

Vzorek Cislo Pocet Primér SD(pM)na VK% na SD (pM) VK %
Sarze opakovani (pM) stanoveni  stanoveni celkova celkovy
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 2,4 2,96 3,9
2 80 72,4 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 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

* typické hodnoty; vysledky v jednotlivych laboratofich se mohou liSit od t&chto hodnot

Detekéni limit

Detekéni limit stanoveni je HE4 < 15 pM. Detekéni limit (DL) odpovida hornimu limitu 95% intervalu
experimentalni uréeni DL bylo pouZzito doporu¢eni NCCLS EP17-A (23). V této studii bylo analyzovano
24 replikath nulového kalibratoru HE4 A (nula) a &tyf vzorkd zdravych jedincd nafedénych fedicim
roztokem pro vzorky na 5 pM ve 4 sériiich béhem dvou dnt. DL byl vypog¢itan nasledovné:

DL (pM) = 5,0 pM x (1,65 x SDy + 1,65 x SDs) / (ODs - ODy)

Detekéni limit soupravy HE4 EIA je < 2,5 pM.

Funkgéni citlivost
Funkéni citlivost stanoveni HE4 EIA je < 25 pM. Funkéni citlivost je vyjadfena jako koncentrace
analytu, pfi které je VK 20%. Pro vyhodnoceni funkéni citlivosti bylo pouzito doporu¢eni NCCLS
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EP5-A (22). Byla provedena studie, ve které bylo testovano pét paneld dvéma vyrobnimi Sarzemi ve
Ctyfech replikatech ve dvou sériich denné po dobu 20ti dnu. Bylo nalezeno, zZe funkéni citlivost
soupravy HE4 EIA je < 5 pM.

Vytéznost

Vytéznost stanoveni HE4 EIA je 100% % 15%. K vyhodnoceni byly pouzity normalni lidské sérové
vzorky, ke kterym se pfidavaly zfedéné pacientské vzorky o znamé koncentraci HE4. Koncentrace
HE4 byla stanovena pouzitim soupravy HE4 EIA a byla vypoctena vytéZnost. Typické hodnoty jsou
uvedeny v nasledujici tabulce.”

Vzorek Hodnota Pridavek antigenu Namérena hodnota Vytéznost %**
endogenniho HE4 (pM) HE4 (pM)
stanoveni (pM)

1 44.6 15 60,6 102
75 96,0 89
350 397 96
650 686 96

2 41,1 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 29
650 645 90

o 40,2 15 56,5 102
75 102 98
350 402 99
650 676 96

Priimérna vytéZnost s pfidavkem 4 rliznych hladin byla 97%, jak je uvedeno v tabulce.

*Typické hodnoty; vysledky z jinych laboratofi se mohou liSit.

**% VytéZznost = naméfena koncentrace HE4 (pM)/ koncentrace endogenni HE4 (pM) + pfidavek HE4
(PM)

Hook efekt

Efekt vysokych davek — Hook efekt je jev, pfi kterém mohou byt odecitany velmi vysoké hladiny
v dynamickém rozsahu soupravy. U HE4 EIA nebyl pozorovan Hook efekt az koncentrace nativniho
antigenu 300 000 pM HE4 ve vzorku.

Linearita redéni

Linearita fedéni stanoveni HE4 EIA je 100% * 15%. Studie byla provedena podle doporu€eni NCCLS
(CLSI) EP6-A (24). Vzorky séra s vysSi hladinou HE4 byly nafedény nulovym kalibratorem HE4 A
(nula). Pro kazdé fedéni byla stanovena koncentrace HE4 a byla vypoctena vytéznost.

Typické hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.*
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Vzorek faktor redéni

namérena hodnota

ocekavana hodnota

Vytéznost %**

(PM) (PM)
1 nefedéno 889,6 889,6 100
1:1,25 720,0 7117 101
1:17 543,1 533,8 101
1:2 450,6 4448 101
1:25 345,9 355,8 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 nefedéno 697,0 697,0 100
1:1,25 5449 557,6 97,7
1:1,7 4298 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 nefedéno 680,2 680,2 100
1:1,25 499,7 5442 91,8
1:1,7 3544 408,1 86,8
1:2 296,7 340,1 87,2
1:25 2472 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

Priimérna vytéZnost u 3 fedénych vzorku byla, jak vyplyva z tabulky, 101% .
*Typické hodnoty; vysledky z jinych laboratofi se mohou liSit.
**% VytéZnost = naméfena koncentrace HE4 (pM) x fedici faktor / nefedéna koncentrace HE4
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Analyticka specificita

Souprava HE4 EIA ma primérnou analytickou specifitu 100% * 15%. Studie zkfizenych reakci byla
provedena srovnanim sér obsahujicich nasledujici sloueniny s uvedenou koncentraci s kontrolnimi
séry. Vyhodnoceni interferenci bylo provedeno podle doporu¢eni NCCLS EP7-A (25). Byly testovany
nasledujici slou€eniny v uvedenych koncentracich a nebyla nalezena zadna inference.

Endogenni interferenéni séra Testovana koncentrace
Triglyceridy 30 mg/ml

Bilirubin 0,2 mg/ml

Hemoglobin 10 mg/ml

Celkova bilkovina 120 mg/mi

Interference chemoterapeutickych latek Testovana koncentrace
Carboplatin 500 pg/mi

Cisplatin 165 pg/ml

Clotrimazole 0,3 pg/mi
Cyclophosphamide 500 pg/ml
Dexamethasone 10 pg/ml

Doxorubicin 1,16 pg/ml

Leucovorin 2,68 ug/ml

Melphalan 2,8 yg/mi

Methotrexate 45 ug/ml

Paclitaxel 3,5 ng/ml

Potencialné interferujici klinické podminky

Specificita stanoveni soupravou HE4 EIA  byla vyhodnocena pouzitim vzorkl s HAMA a
Reumatoidnim faktorem (RF). U 5ti vzork(l pozitivnich na HAMA a 5ti vzorkd pozitivnich na RF
s pfidavkem pfiblizné 50 a 450 pM HE4 antigenu byla stanovena % vytéznost. Vysledky primérné
vytéznosti jsou uvedeny v tabulce nize.*

Klinické podminky Pocet vzork Pramérna % vytéznosti
HAMA 5 101
RF 5 95

*Typické hodnoty; vysledky z jinych laboratofi se mohou lisit.

Zaruka

Uvedené vysledky byly ziskany pouZitim doporu¢eného pracovniho postupu. Jakakoliv zména nebo
uprava pracovniho postupu nedoporu€ena firmou Fujirebio Diagnostics mulze ovlivnit vysledky.
V tomto pfipadé firma Fujirebio Diagnostics neuzna zadny reklamacéni pozadavek v zaruéni Ihité,
vyplyvajici ze zakona, na uzitnost nebo vhodnost pouziti.
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Pracovni protokol
HE4 EIA 404-10

Bezprostfedné pred pouZitim pfipravte slozky. PouZijte zpUsob michani a inkubace uvedeny v navodu.
Poznamka: pro ziskani spravnych vysledku se musi stanoveni provadét pfi teplotach 20 — 25 °C.

Krok

Lahvicka/Desticka

Postup

1.

Alt.12 Pfidejte Stop roztok
Alt.13 Promichejte

Alt.14 Odetitejte absorbanci

Pripravte kalibratory HE4

CAL | HE4 |

BCDEF
CONTROL

12
WASHBUF

Pripravte kontroly HE4

Pfipravte promyvaci roztok

Pripravte pracovni roztok
Indikatoru (tracer)

Promyvejte MICROPLA

Pridejte kalibratory, kontroly a | CAL | HE4 |
vzorky AB.CDEF
CONTROL

12
Pridejte biotinylovanou BIOTIN
s | Anti-HE4 |
Inkubete MICROPLA
Promyvejte MICROPLA

Pridejte pracovni roztok TRACER WORKING
indikatoru (tracer) SOLUTION
Inkubujte MICROPLA
Promivejte MICROPLA

Pfidejte substrat TMB HRP SUBS | TMB
Inkubujte MICROPLA

Qdecitejte absorbanci MICROPLA

STOP
MICROPLA

MICROPLA

Do kazde lahvitky pfidejte 1 mL destilované nebo
deionizované vody a jemné promichejte. Nechte
alespon 15 minut stat. POZNAMKA: Pfesna kon-
centrace kazdého kalibratoru je uvedena na stitku.
Stabilita rozpusténych pfipravkd: 4 tydny pii 2 - 8°C.

Nafedte 50 mL koncentratu promyvaciho roztoku
1200 mL destilované nebo deionizované vody

Pro jeden prouzek smichejte 50 pl indikatoru HRP
Anti-HE4 s 1 mL fedidla pro indikétor;

Potet Indikétor, HRP anti-HE4 Redidlo pro
prouZkl (pL) indikater (mL)
1 50 1
2 100 2
3 150 3
4 200 4
b 250 b
6 300 6
7 360 7
2] 400 3]
9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12

Jednou promyjte kazdou jamku promyvacim
roztokem. Promyveijte ruéné nebo pouZijte
automatickou promyvagku.

25 pl do kazdé jamky

100 pi do kazdé jamky

1 hodina tfepani pfi teploté 20 — 25°C
Vaechny jamky tfikrét promyjte promyvacim
roztokem, Promyvejte ruéné nebo pouzijte
automatickou promyvagku.

100 pl do kazde jamky

1 hodiny trepat pi teploté 20 - 25°C

VEechny jamky Sestkrat promyjte promyvacim

roztokem. Promyvejte ruéné nebo pouZijte
automatickou promyvacku.

100 pi do kazdé jamky

30 minut tfrepani pfi teploté 20 - 25°C
620 nm

100 pl do kazdé jamky

Promichejte pfi teploté 20 - 25°C

Odetitejte v pribéhu 15 minut pfi 405 nm
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