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CELSZERU HASZNALAT

A HE4 EIA a humén szérumban talalhat6 HE4 mennyiségi meghatarozasara szolgal6 immunmetrikus teszt. A
teszt hasznalhato a hameredetli petefészekrak kezelésekor a terapias valasz monitorizalasdra monitorozasara
hasznalhatd. A beteg HE4 értékeinek sorozatos meghatarozasara alkalmazott sorozatos tesztelést t a
petefészekrdk monitorizalasara monitorozasara alkalmazott egyéb klinikai médszerekkel egyutt javasolt
hasznalni.

A tesztet az ARCHITET CA 125 Il-vel, vagy a CanAg 125 EIA-val térténdé kombinacioban dsszekapcsolva
hasznéalhaté torténd felhasznalasra szantak tovabba a kismedenceiében jelentkez6 tumorral daganatsal
rendelkez6 pre-, vagy posztmenopauzlis betegek petefészekrak kockazatinak becslésére is.

Az eredményeket mas madszerekkel dsszekapcsoltan kell értelmezni, 6sszhangban az érvényes klinikai

irdnyelvekkel dsszhangban.

A TESZT OSSZEGZESE ES MAGYARAZATA
A humén mellékhere protein 4 (HE4) a tejsavas négy-diszulfid magvi (WFDC) proteinek csaladjaba tartozik,
amelyr6l feltételezik, hogy tripszin-gatl6 tulajdonsagokkal rendelkezik. A csalad mas fehérjéi, tobbek kdzott, az
SLPI, elafin és PS20 (WFDC1) (1,2). A HE4 gén kédol egy 13kD proteint, azonban habar érett glikoszilalt
forméjaban a protein kérilbelll 20-25 kD, és két WFDC tartomanyt (3) tartalmazé egyedi peptidbél all. A HE4-
et el6szor a disztalis mellékhere hdmszdvetében azonositottak, és eredetileg azt feltételezték rola, hogy
fehérjebontd enzim-gatl6, amely a sperma érésében (4,5) jatszik szerepet. A Az6ta HE4-rél et feltartak, mint
amely az6ta bizonyitottak, hogy szamos normal szovetben kifejez6dik, ugymint a 1€gz6 és reprodukcios
szOvetek hamjaban, és a petefészekrak szévetében (6-10). A sejtszinten térténd kifejez6désen kiviil, HE4-et
taldltak nagy mennyiségben a petefészekrakban szenvedd betegek szérumdban is. A petefészekrakban szenvedd
betegeket egészséges, €s joindulati betegségben szenvedékkel 6sszehasonlitd eset/kontroll tanulmanyban,
Hellstrom és munkatarsai masok azt talaltak, hogy a HE4 67%-0s érzékenységgel mutatta ki a petefészekréakot,
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96%-o0s specificitdas meghatérozottsag mellett (11). Egy kés6bbi, a petefészekrak szamos ismert biomarkerét
értékeld tanulmanyban a HE4 mutatta a legnagyobb érzékenységet a petefészekrak vonatkozasaban, kiilondsen
a betegség korai szakaszaban. Ebben a tanulmanyban a HE4 és a CA 125 pontosabb elérejelzdje volt a
rosszindulat( betegségnek, mint barmelyik marker énmagaban, 76%-0s érzékenységgel és 95%-0s
specificitismeghatarozottsagsgal.

A petefészekrak a n6k rakkal Gsszefiiggd elhalalozasanak negyedik leggyakoribb oka vilagszerte. Eurépaban a
halalozési aranyszam 3,6-9,3/100.000 né

(13). A petefészekrak tlinetei a kismedencei nydlvanyi tumor daganat jelenlétével kapcsolatosak, gyakran
hirtelen jelentkeznek és aspecifikusakmeghatarozatlanok. Egy kismedencei daganat nyulvanyi daganat
diagnosztikai értékelésének az elsédleges célja annak meghatarozasa, hogy az joindulatd, vagy rosszindulatu-e.
Becslések szerint az USA-ban a nk 10 szazaléka fog élete soran valamilyen miitéten atesni kismedencei
petefészek daganat miatt, de csak és 13-21 szazalékuknal fognak rosszindulatu petefészek elvaltozast talalni
(14). Az Amerikai Sziilészeti és Nogyogyaszati Kollégium 2007-ben kiadott Gyakorlati Utmutatéja a
kovetkezdt allapitja meg: ,,Az olyan petefészekrakban szenvedd nok, akiket megfeleld szakképzettségii €s nagy
tapasztalatokkal rendelkezé. négyogyasz-onkologusok kezeltek, jobb talélési ardnyszamokat mutattak, mint
azok a nok, akiket ilyen egyiittm{ikodés nélkiil kezeltek.” (15). Mivel a kismedencei fliggeléki daganatok
tobbsége joindulata, mar az operacid el6tt fontos meghatarozni, hogy a betegnél nagy-e a kockazata a
petefészekrak fennallasanak. (15). Egy Az 1988-as els6 kozlemény megjelenése oOta a klinikai vizsgalat, a
szérum CA 125 szintjének meghatarozéasa, az ultrahang-, és CT-vizsgélat, valamint az MRI és PET/CT jelenti a
standard diagnosztikai eljarast kismedencei tumor fliggeléki daganat malignitasanak gyanQja esetén. (16). Bar a
szakirodalom bévelkedik olyan dolgozatokban, amelyek azt értékelik, hogy melyik eljaras a pontosabb, a
fizikalis vizsgalat, a CA125-szintjének meghatarozasa és a képalkot6 diagnosztika kombinécidja adja a
legmagasabb pozitiv prediktiv (elérejelz6) értéket (17-19). A kismedencei daganattal rendelkez6 betegek
differencidldiagnosztikajanak javitasa érdekében, a HE4 EIA hasznalhat6 az ARCHITECT CA125 ll-vel, vagy
a CanAg CA 125 EIA teszttel sszekapcsoltan, mivel segitséget nyujt a hameredetl petefészekrak kockazatnak
becslésében. Az eredményeket mas modszerek igénybevételével egyitt, az érvényes Klinikai irdnyelveknek
megfelelden kell értelmezni. A HE4 EIA teszt tovabbi segitséget nyujt a rosszindulati hdmeredetli petefészek
daganatban szenved betegeknél a terapias valasz monitorizalasmonitorozasaban. Az eredményeket a
petefészekrdk monitorizalasmonitorozdsahoz alkalmazott mas klinikai modszerek eredményeivel egyditt kell

értékelni.

A TESZT ALAPELVE

A HE4 EIA szilard halmazallapot(, nem kompetitiv, ketté egér monoklodnalis antitestet, a 2H5-6t és a 3D8-at
hasznalé kozvetlen szendvics technika alapjan miikodé immunteszt, amely a HE4 C-WFDC tartomanyaban
1évé epitdpjai (antigén determinansai) ellen iranyul. Kalibratorokat, kontrollokat és betegektdl vett mintakat kell
egyutt inkubalni a biotinozott Anti-HE4 monokl6n antitesttel (MAb) 2H5-tel, streptavidin-nel burkolt mikro-
szalagokon. Az inkubacié alatt a kalibratorokon, vagy a mintakban 1évé HE4 a biotinizalt Anti-HE4 MAb
segitségével adszorbealddik megkot a streptavidin-nel burkolt befedett mikroszalagbamikroszalagon. A

szalagokat lemosast kovetéen a HRP jelit Anti-HE4 MAb 3D8-cal kell inkubalni. A mosés utan a pufferozott
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szubsztrat/ kromogén reagenst (hidrogén peroxid és 3, 3’, 5, 5’ tetra-metil benzidint) kell hozzaadni minden
egyes tartalyhoz, biztositva, hogy az enzim reakcio folytatddhasson. Az enzim reakcié soran kék szin
észlelhetd, ha antigén van jelen. A szin erdssége a mintakban jelenlévé HE4 mennyiségével aranyos. A szin
er6sségét erdssége mikrolemezes spektrofotométerrel hatarozhaté meg, 620 nm-nél (vagy 405 nm-nél, a
Blokkolé Oldat hozzaadéasa utan).

Minden egyes teszthez a felszivasi értéket az egyes kalibratorok koncentracidjaval szemben abrazolé
kalibracios gorbéket szerkesztettek. A betegekbdl vett mintak HE4 koncentracioi a kalibracios gorbérdl

olvashatoak le.

REAGENSEK

o Minden egyes HE4 EIA készlet 96 teszthez elegendd reagenst tartalmaz.

o A készlet lejérati datuma a készlet dobozénak kiils§ részén talalhato cimkén szerepel.

. A készletet a lejarat datumat kovetden ne hasznaljak.

. Ne keverjék a reagenseket mas készlet tételekkel.

o A készletet 2-8 C° hdmérsékleten taroljak. Ne fagyasszak.

. A felnyitott reagensek stabilak az alabbi tablazat szerint, feltéve, hogy nem szennyezédtek, eredeti

visszazart csomagolasukban taroljak azokat, és az eldirds szerint kezelik. Hasznalat utan azonnal

hiitsék vissza 2-8 C° hdmérsékletre.

Alkotéelem Mennyiség Tarolas és az elsé hasznalat

utani stabilitas

MICROPLA

Streptavidin-es mikrolemez 1 lemez 2-8 C° a lemezen feltiintetett

lejarati datumig

12x8 feltdrheto iireg, streptavidin bevonattal. Felnyitas utan, azonnal helyezzék vissza a fel nem
hasznalt szalagokat a paratlanitot tartalmazé aluminium tasakba. Gondosan zérjak vissza, hogy
szarazon maradjon

| cAL [ HE4 | A
HE4- kalibralé A 1x8mil 2-8 Co az ampullan

feltlintetett lejarati datumig

Marhaszérum albumint, semleges sarga szinarnyalatu, és nem azides (nem N3~ képletii anionos) mikrobadls

tartositoszert tartalmazo foszfat-pufferolt sdoldat. Felhasznalasra kész. Mintak feloldasara is hasznalatos.




Alkotéelem Mennyiség Tarolas és az elsé hasznalat

utani stabilitas

HE4 kalibratorok B-F 5 ampulla, liofilizalt Regeneraci6 utani stabilitas
4 hét 2-8 C° —on
4 honap -20 C°-n, vagy az alatt

| CAL [HE4 | B |

1x1ml
[CAL|HE4| C |y 1
[CAL|HE4| D |
| CAL [HE4]| E Lxtm
| CAL [HE4| F Lxtm

A liofilizalt kalibratorok foszfat-pufferolt, marhaszérum albumint tartalmazo sooldatban tartalmaznak HE4
antigént, amely semleges sirga szinti, és nem savas azides (nem N3~ képletii anionos) mikroba-gatl6
tartositoszert. Hasznalat el6tt desztillalt, vagy deionizalt vizzel kell regeneralni.

MEGJEGY ZES: A pontos HE4 koncentrécid tétel-specifikus, és az egyes ampullakon talalhatd cimkéken

szerepel.

HE4 kontrollok 2 ampulla, liofilizalt Regeneracio utani stabilitas
4 hét 2-8 C° —on
4 honap -20 C°-n, vagy az alatt

| CONTROL| HE4 [1] |

| CONTROL| HE4 [2] | .

A liofilizalt kontrollok HE4 antigént tartalmaznak human szérum matrixban, és nem azides (nem N3 képletii

anionos)savas, mikroba-gatlo tartositoszerben. Hasznalat el6tt desztillalt, vagy deionizalt vizzel kell regeneralni.




Alkotéelem Mennyiség Tarolas és az elsé hasznalat

utani stabilitas

[BIOTIN| Anti-HE4
Biotin-Anti-HE4 1x15ml 2-8 C° az ampullan

feltlintetett lejarati datumig

Az eEgérbdl szarmazo Biotin Anti-HE4 monoklonalis monoklén antitest, kb. 1 ug/ml. Foszfat-pufferolt
sooldatot (pH7,2), marhaszérum albumint, gatlé szereket, mososzert, semleges voros festéket és nem azides

(nem N3~ képletii anionos)savas mikroba-gatlo tartdsitészert tartalmaz. Hasznélatra kész.

| CONJ | Anti-HE4

Nyomkovetd izotop,
HRP Anti HE4 1x0,75 ml 2-8 C° az ampullan feltuntetett

lejarati datumig

A HRP anti-HE4 egérb6l szarmaz6 monoklonalis monoklon antitest szabvanyos oldata, kb. 40 pg/ml. nem
azides (nem N3 képletii anionos) savas mikroba-gatlo tartositoszereket tartalmaz. Nyomkdovetd izotop

oldoszerrel oldandoé fel hasznalat elott.

CONJ

Nyomkévetd izotop oldoszer 1 x 15 ml 2-8 C° az ampullan feltiintetett

lejéarati datumig

Foszfat-pufferolt, marhaszérum albumint, blokkol6 szereket, mosészereket és semleges kék festéket, és nem
azides (nem N3~ képletii anionos) savas mikroba-gatl6 tartdsitoszert tartalmazé séoldat (pH 7,2). Hasznélatra

kész.

TMB-MP-Substrat 1x12ml 2-8 C° az ampullan feltiintetett

lejéarati datumig

Pufferolt hidrogén peroxidot és 3, 3’, 5, 5’ tetra-metil benzidint (TMB) tartalmaz. Hasznalatra kész.




Alkotéelem Mennyiség Tarolas és az elsé hasznalat

utani stabilitas

STOP

Blokkol6 oldat 1x15ml 2-8 C° az ampullan feltintetett

lejarati datumig

0,12 M sésavat tartalmaz. Hasznalatra kész.

WASHBUF | 25X

Mos6 koncentratum 1 x50 ml 2-8 Co az ampullan

feltlintetett lejarati datumig

Tris-HCI pufferolt séoldat Tween 20-szal. Germall 11-t tartalmaz tartositoszerként. Hasznélat el6tt 25-sz6rds

desztillalt, vagy deionizalt vizzel kell oldani.

Instabilitasi indikaciok
A TMBHRP anyagnak szintelennek, vagy kissé kékes szintinek kell lennie. A kék szin azt jelzi, hogy a reagens

szennyez6dott, és selejtezni kell.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

In vitro diagnosztikai felhasznalashoz

e Jarjon el a csomagba helyezett utasitasok szerint. A teszteredmények megbizhatésaga nem garantalhato, ha
a csomagba helyezett utasitasoktol barmilyen eltérés van.

e Minden betegtdl szarmazé mintat potencialisan fert6zoként kell kezelni. Ajanlott, hogy a human eredetii
reagenst és a human mintakat a vérben szallitott kérokozokrdl sz616 OSHA szabvany szerint kezeljék (20).
2 (21) szinti bioldgiai biztonsagot, vagy egyéb megfeleld bioldgiai biztonsagi gyakorlatokat kell
alkalmazni olyan anyagok esetében, amelyek fertdz6 anyagokat tartalmaznak, vagy amelyekrdl az
vélelmezheto.

e Az bsszes hulladék anyag selejtezésénél a helyi irdnyelvek szerint jarjanak el.

Vigyazat!

A human forrashol szarmazo reagens elkészitésénél hasznalt anyagot tesztelték, és Ggy talaltak, hogy nem
reaktiv a HIV1 és 2 antitestre, a HCV antitestre és a Hepatitis B felllleti antigénre (HBsAg). Mivel semmilyen
mabdszer nem zérhatja ki teljesen a vérben szallitott betegségek jelenlétét, az ebbdl a termékbdl készitett human

forrasu reagenseket ugy kell selejtezni, mintha potencialisan fert6z6k lennének.
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MINTAVETEL ES KEZELES

A HE4IEA célja szérummal t6rtén6 felhasznalas (az SST levalasztd csdvekben gylijtott szérumot is beleértve).
Plazmat, vagy mas testnedveket nem érvényesitettek a HE4EIA-val torténd felhasznalasra. A vért vénaszirassal
vegyék, és a gylijté csovek gyartdjanak a feldolgozasi utasitasai szerint jarjanak el. Amikor sorozatos mintakat
értékelnek, a tanulmany soran ugyanazt a fajta mintat kell hasznalni mindvégig.

A szérum 2-8 Co-n tarolhatd 3 napig a tesztelés el6tt. Hosszabb iddszakok esetén, a mintakat taroljak -40 Co-n,
vagy az alatt.

A fagyasztott mintakat vigyék hagyjak szobahdmérsékletlire felmelegednire, és ALAPOSAN keverjék dssze,
Ovatosan, tobbszor fejre allitva, elemzés el6tt. A nagy részecskéket tartalmazo mintakat 10.000x g —on kell
centrifugalni 10 percig, hasznalat el6tt, barmilyen olyan részecske anyag kiszlirésére, amely az olvadasi a

kiengedeési folyamatbol esetlegesen kifejlédhetett.

ELJARAS

Szukséges, de a készlettel nem szallitott anyagok

1. Mikrolemez razo
A razasnak kozepest6l, hevesig kell terjednie, kb. 700-1100 rezgés/perc.

2. Mikrolemez mosé
1,3 és 6 mosociklus elvégzésére képes, és minimalisan 350 pL/Ureg/mosociklus toltési térfogatl
automata lemezmoso.
Egy 8 csatornas pipetta 350 pL-es eldobhaté miianyag flvdkakkal ajanlatos, ha nem hasznalnak
automata mikrolemez mosot.

3. Mikrolemez spektrofotométer
620 nm és/vagy 405 nm hullamhosszal és 0-3,0 elnyelési ardnnyal.

4, Precizios pipettak
Egyszer hasznalatos miianyag favékéakkal, a mikroliter mennyiségek adagolaséra. 8 csatornas pipetta,
vagy 100 pL szallitasara alkalmas, egyszer hasznalatos miianyag adagolo pipetta ajanlott, de nem
szlikséges. Pipettak milliliteres mennyiségek adagolaséra.

5. Desztillalt, vagy deionizalt viz

A HE4 kalibratorok, HE4 kontrollok regeneralasara és oldott moso6oldat készitésére.

Eljarassal kapcsolatos megjegyzések

1. A csomagba helyezett utasitisokat alaposan meg kell érteni, a HE4 EIA készlet megfeleld
hasznalatanak a biztositasara. A készlettel szallitott reagenseket egységes egységként torténd
felhasznalasra szantdk. Ne keverjenek 0Ossze eltérd tételszamu készletekbdl szarmazo azonos
reagenseket. A készlet reagenseket ne hasznaljak a készlet dobozénak kilsején feltiintetett lejérati
datum utan.

2. A reagenseknek szobahdmérsékletet (20-25 C°) kell elérniiik a hasznalat eldtt. A fagyott mintdkat
ovatosan, de alaposan fel kell keverni a kiolvadas utan. A pontos eredmények elérése érdekében, a

tesztet csak 20-25 C° kozott végezzék el.



3. A pipetta kalibratorok és betegektdl szarmazo mintak kezelése el6tt, tanacsos a szalagokat feliratozni, a
mintdk egyértelmii azonositdsdnak a biztositasara, a teszt alatt és utan.

4, A megkotott és meg nem kétott antigén és reagensek hatékony és alapos kimosasi kovetelménye a
szilard halmazallapotd megkotott antitest-antigén komplexekb6l, az egyik legfontosabb 1épés az EIA-
ban. Az elegendé mosas biztositasara, ellendrizzék, hogy az dsszes iireg teljesen, a felsé széléig fel
legyen toltve mosdoldattal az egyes mosasi ciklusok alatt, hogy a mos6oldat jo atfolyasi
sebességgel aramoljon, hogy az Uregek elszivasa a mosdciklusok kozott és alatt teljes legyen, és
hogy az Uregek Uresek legyenek. Ha van maradék folyadék, forditsak fel a lemezt, és gondosan
Utogessék nedvszivo papirhoz.

Automata szalagmoso: Kdvessék a gyarto utasitasait az alapos tisztitasrdl és karbantartasrol, és az
egyes inkubacios 1épések elétt és utan, végezzéek el a sziikséges szaml mosasi ciklust. Az elszivé/mosd
késziilékben ne hagyjak allni a mosdoldatot hosszl ideig, mivel a tiik eltdmddhetnek a gyenge
folyadékaramlas és elszivas miatt.

5. A TMBHRP taptalaj nagyon érzékeny a szennyez6désre. A TMBHRP taptalaj optimalis stabilitaséért,
a sziikkséges mennyiséget ontsék ki az ampullabdl egy gondosan megtisztitott edénybe, vagy lehetdség
szerint eldobhat6é miianyag talcéara, a reagens szennyezddésének az elkeriilése érdekében. Ellendrizzék,
hogy csak tiszta, egyszer hasznalatos pipetta flvokakat (vagy adagolé pipetta favokat) hasznéljanak.

6. Ellendrizzék, hogy csak tiszta, egyszer hasznalatos pipetta fuvOkékat hasznaljanak és megfeleld
preciziés pipettazo technikat alkalmazzanak a mintdk és a reagensek kezelésekor. Ne érintkezzen a
pipetta favokaja a folyadék felszinével, az athordas elkeriilésére. A gondos pipettdzo technika kildnos

jelent6ségii, a mintak és a TMBHRB téptalaj oldatanak a kezelésekor.

Reagensek készitményekeészitése Az elkészitett reagens stabilitasa

HE4 B-F. kalibrator 4 hét 2-8 C°-n
4 honap -20 C°-n, vagy alatta

Adjon pontosan 1,0 ml desztillalt, vagy deionizalt vizet minden egyes ampullahozampullaba. Hagyja allni
legalabb 15 percig a regeneralodas érdekében, majd hasznalat elétt dvatosan keverje meg. MEGJEGYZES: A

kalibratorok koncentracidja a feliratokon szerepel, és az eredmények kiszamitasahoz fel kell azt hasznalni.




Reagensek készitményekeészitése Az elkészitett reagens stabilitasa

HE4 1. és 2. kontroll 4 hét 2-8 Co-n

4 hénap -20 C°-n, vagy alatta

Adjon pontosan 1,0 ml desztillalt, vagy deionizalt vizet minden egyes ampulldhoz, és Gvatosan keverje dssze.
Hagyja allni legalabb 15 percig a regeneralddas érdekében, majd hasznalat eldtt dvatosan keverje meg.

MEGJEGYZES: A kontrollok koncentracioja a feliratokon szerepel.

Mosdoldat 2 hét 2-25 C°-n lezéart edényben

Leeren Sie die 50 ml Waschkonzentrat in einen sauberen Behdélter und verdiinnen Sie 1:25 mittels Zugabe von

1200 ml destilliertem oder entionisiertem Wasser, um eine gepufferte Waschlésung zu erhalten.

Nyomkovetd izotép munkaoldat 4 hét 2-8 C°-n lezart edényben

Készitse el a sziikséges mennyiségli Nyomkdvetd izotop munkaoldatot legalabb 50ul nyomkdvetd izotoppal,
HRP Anti HE4-gyel 1 ml nyomkdvet6 izotop oldattal szalagonként (1d. az alabbi tablazatot).

Szalagok szdma Nyomkoveto izotéop, HRP Anti-HE4 Nyomkoveto izotép oldoszer
(uD) (uD)

50
100
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12 600 12
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EllendrizzEk, hogy tiszta miianyag, vagy livegcsovet hasznaljanak a nyomkdvetd izotop munkaoldat

elkészitéséhez.



Egyéb lehetoség: A nyomkdvetd izotop tartalmat, HRP anti-HE4-et dntsék a nyomkovetd izotop oldat
ampullaba, és dvatosan keverjék ossze. Ellenbrizzék, hogy a teljes nyomkovetd izotop, HRP anti-

HE4 ampulla tartalom a nyomkovetd izotdp oldoszeres ampullaba kertiljon.

MEGJEGYZES: A nyomkovetd izotop 4 hétig stabil 2-8 C°-n. Ne készitsen tobb nyomkévetd izotop
munkaoldatot annal, mint amelyet fel fog hasznalni ezen az id6szakon beliil, és ellendrizze, hogy a tarolasa

megfeleld legyen.

TESZT ELJARAS

Minden egyes meghatarozast egyidejlleg két példanyban végezzen el a kalibratorok, a kontrollok és az

ismeretlen mintak tekintetében egyarant. Minden egyes teszttel egydtt kalibracios gorbét kell futtatni. Minden

reagenst és mintat hagyjon szobahdmérsékletiire kell hoznifelmelegedni, (20-25 C°) felhasznalas elétt.

1. Kezdje a B-F kalibrator, 1-2. kontroll, moséoldat és nyomkoveté izotop munkaoldat elkészitésével.
Fontos, hogy tiszta edényeket hasznaljon. Pontosan kivesse az utasitasokat.

2. A sziikséges szdmi mikrolemez szalagot helyezze szalag-keretre (a megmarad6 szalagokat azonnal
helyezze vissza a péaréatlanitét tartalmazé aluminium tasakba, és gondosan zarja vissza). Minden egyes
szalagot mosson meg a moséoldattal. Ne mosson tébb szalagot annal, mint amennyi 30 percen belil
kezelhetd.

3. Pipettazzon egyarant 25-25 ul-t a HE4 kalibratorokbél (CAL A,B,C,D,E és F), a HE4 kontrollokbdl

(C1, C2) és az ismeretlen mintakbol (Unk) a szalag iiregekbe, a kovetkezé elrendezés szerint:

1 2 3 4 5 6 7 etc
A Kal Kal 1.

A E Unb
B Kal Kal 1.

A E Unb
C Kal Kal 2.

B F Unb
D Kal Kal 2.

B F Unb
E Kal K1

C
F Kal K1

C
G Kal K2

D
H Kal K2

D

(1st = elsd, 2nd = masodik, Unk — ismeretlen minta, etc. = sth.)

4, Adjon 100 pl biotin anti-HE4-et minden egyes Ureghez, 10Qu -es preciziés pipettat hasznalva (vagy
egy 8 csatornas 100 pl-es precizids pipettat). Ne hagyja, hogy a pipetta fuvokaja a folyadék felszinéhez
érjen, az athordas elkeriilése érdekében.

5. Inkubélja a talcat 1 oran keresztll (+10 perc) szobahdmérsékleten (20-25 C°), folyamatosan razva a
talcat mikrolemez razogéppel.
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6. Az elsé inkubacié utdn, szivion le és mosson le minden egyes szalagot 3-szor, az Eljarési
megjegyzések 4. tételében leirt mosasi eljarassal.

7. Adjon 100 pl nyomkdvetd izotop munkaoldatot minden egyes tliregbe. A fenti 4. tételben leirttal azonos
pipettazé eljarast alkalmazza.

8. Inkubélja a talcat 1 6ran keresztiil (+5 perc) szobahdmérsékleten (20-25 C°), folyamatosan razva azt.

9. A masodik inkubécié utan, szivjon le és mosson le minden egyes szalagot 6-szor, az Eljarasi
megjegyzések 4. tételében leirt mosasi eljarassal.

10. Adjon 100 ul TMB HRP anyagot az egyes Uregekbe, a fenti 4. tételben leirttal azonos pipettazo eljarast
alkalmazva.
A TMB HRP anyagot a lehetd leggyorsabban kell az liregekbe adagolni, €s az els6 és az utolso lireg
kozotti id6 ne legyen tobb 5 percnél.

11. Inkubélja a talcat 30 percen keresztill (+5 perc) szobahémérsékleten (20-25 C°), folyamatosan razva
azt. Kerilje el, hogy az anyag kdzvetlen napsugarzasnak legyen kitéve.

12. Azonnal olvassa le az elnyelést 620 nm-nél mikrolemezes spektrum-fotométerrel.

Valtozat

Ha a laboratérium szamara 620 nm-nél olvasni képes mikrolemez olvaso nem all rendelkezésre, az elnyelést az
alabbi 12. valtozatban leirtak szerint lehet meghatéarozni:
12. valtozat: Adjon 100 ul Stop (blokkold) oldatot, keverje 6ssze, és olvassa le az elnyelést 405 nm-nél

mikrolemezes spektrum fotométerrel a Stop oldat hozzaadasat kovetd 15 percen beliil.

Mérési tartomany

A HE4 EIA a koncentracidkat 15 és 900 pM kozott méri. Ha a mérési tartomany feletti HE4 koncentraciok
varhaték, ajanlatos, hogy a mintakat HE4 A kalibrétorral oldjék az elemzés elétt (1d. ,,Az eredmények

kiszamitasa oldott mintakkal”).

Minéségellendrzés

Az 1. és a 2. HE4 kontrollt hasznalni kell hasznalni az egyes tesztsorozatok érvényesitésére. A varhatd
eredmények értéktartomanya szerepel az ampulldk cimkéin.

A HE4 teszteredményeket akkor tekintjuk érvényesnek, ha:

— A kontroll masodlati példanyok atlagértékei a meghatarozott értéktartomanyon beliil vannak

— A B-F kalibratorok masodlati masodpéldanyai és a kontrollok nem haladjak meg a 15%-0s CV-t.

— Az ,A” kalibrator masodlati masodpéldanyai nem tébbek, mint 0,06 egymastol eltéré OD egység.

Ha egy teszt érvénytelen kalibrator, vagy kontroll eredményeket hoz, a reagensek, a pipettdk pontossaga, a
lemezmosoé és a leolvaso teljesitményének a teljes ellenérzését el kell végezni, és az elemzést meg kell
ismételni. Minden egyes laboratorium is elkészitheti sajat, kiilonbdzo szintli szérum gytljteményeit, amelyek
bels6 ellendrzésként hasznalhatok, a teszt pontossaganak a biztositasa érdekében.

11



Referencia anyag

Mivel a HE4 antigénre semmilyen altalanos referencia anyag nem all rendelkezésre, a HE4 EIA kalibrator

értékeket hazon bellli referencia szabvanyok sorozataval kell szembeallitani.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA
Ha beépitett adatszamitod programmal ellatott, egy mikrolemezes spektrum-fotométer, beépitett adatszamito
programmal hasznalatos, Id. a spektrum-fotométer gépkdnyvét, és hozzon létre egy programot, az egyes HE4
kalibratorokon talalhaté cimkén megjelélt koncentraciok felhasznalasaval.
A HE4 eredmények automatikus kiszamitasahoz, az alabbi modszerek kdziil valamelyiket ajanlatos alkalmazni:
e Kobbhos csapos gorbeillesztési médszer. Az ,,A” kalibratort a gorbébe 0 pM értékkel kell bevinni.
e Interpolalas pontrdl pontra torténd értékeléssel. Az ,,A” kalibratort a gorbébe 0 pM értékkel kell bevinni.
e  Masodfokud gorbeillesztési modszer. Az ,,A” kalibratort a gorbébe 0 pM értékkel kell bevinni.
MEGJEGY ZES: 4 paraméteres, vagy linearis regresszios modszereket ne hasznaljanak. A kézi értékeléshez,
kalibracios gorbét kell felvenni az egyes HE4 kalibratorokra nyert felszivasi értékek (A) berajzolasaval, a
megfelel6 HE4 koncentracioval (pM-ben) szemben.
Az ismeretlen HE4 koncentraciok ezt kovet6en leolvashatok a gorbérdl, az egyes beteg-mintak atlagos
felszivasi értékét hasznalva.
Az eredmények kiszamitasa oldott mintakkal
Ha egy kezdeti elemzés mintai 900 pM-nél magasabb HE4 értékeket adnak, a mintakat 1/10 és 1/100-ra kell
oldani HE4 ,,A” kalibratorral, a mintak pontos HE4 koncentraciéjanak a megallapitasahoz.
— 1/10 oldat = 50 ul minta + 450 pl HE4 ,,A” kalibrator
— 1/100 oldat = 50 ul 1/10 oldat + 450 ul HE4 ,,A” kalibrator
— 1/10 oldat: 10x mért érték
— 1/100 oldat: 100x meért érték
A Petefészekrak Kockazati Algoritmus (ROMA) a rosszindulati hameredetii petefészek
daganat kockazatianak becslésére kismedencei daganattal rendelkez6, menopauza elétti és utani
néknél
A prediktiv index kiszamitasa
Prediktiv index (PI) szdmithat6 ki kilon-kiilén a menopauza el6tti és utdni né6knél az alabbi (1) és (2)
egyenlettel. A PI kiszamitasahoz, a HE4 EIA-bdl nyert teszteredményeket, és vagy az ARCHITECT
CA125 11, vagy a CanAgCA125 EIA teszt eredményét beillesztjik az alabbi algoritmus egyenletébe,
a nébeteg menopauzalis statuszatdl fiiggden.
(D) Menopauza el6tti nék
Prediktiv index (Pl) =-12,0 + 2,38*LN[HE4] + 0,0626*LN[CA125]
2 Menopauza utani nék
Prediktiv index (PI) =-8,9 + 1,4*LN[HE4] + 0,732*LN[CA125]
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A ROMA érték kiszamitasa

A ROMA érték (azaz, a prediktiv valosziniiség) kiszamitasahoz, helyezze a prediktiv index szamitott
értékét a (3) egyenletbe.

3) ROMA érték (%) = exp(P1)/[1+exp(PI) 1*100

Az alabbi példak hasznalhatok a Pl és a ROMA érték szamitasainak az érvényesitésére:

Menopauza statusz | HE4 CA125 Pl szamitas Pl ROMA
(eM) | (E/ml) (%)
Menopauza el6tt 37,5 74,9 -12,0+(2,38*3,624)+(0,0626*4,316) -3,10388 4,29
Menopauza el6tt 386,6 21,8 -12,0+(2,38*5,957)+(0,0626*3,082) 2,371517 91,5
Menopauza utan 66,7 11,3 -8,09+(1,04*4,200)+(0,732*2,425) -1,94683 12,5
Menopauza utan 383,1 22,7 -8,09+(1,04*5,948)+(0,732*3,122) 0,381799 59,4

AZ ELJARAS KORLATAI

Az igazolt petefészekrakban szenvedd betegek HE4 tesztértékei azonosak lehetnek az egészséges ndk
értékeivel. A petefészekrak bizonyos szdvettani tipusai, pl. mucinézusnyalka, vagy csirasejt-eredetii tumorok
ritkan expresszaljak fejezik ki a HE4-et, ezért a HE4 nem ajanlott a mucindzusnyalka, vagy csirasejt-eredetii
petefészekrakban szenvedd betegek monitorizalasmonitorozéasara (7). Emellett a HE4 antigén magas szintjei
lehetnek észlelhetdek olyan egyénekben, akik nem rosszindulati betegségben szenvednek. Mivel a HE4 szintje
nem hasznéalhatd a rosszindulatu betegség jelenlétének, vagy hianyanak abszollt bizonyitékaként, a HE4 tesztet
ne hasznaljak a rosszindulata betegség szlirésére!

A teszt eredményeit csak mas vizsgalatokkal és eljarasokkal egyutt értelmezzék, a betegség diagnézisa és
kezelése soran. A HE4 teszt nem helyettesithet semmilyen mér elfogadott klinikai mddszertvizsgalatot.

A Petefészekrak Kockazati Algoritmust nem validaltdk a kdvetkez6 betegcsoportokban: kordbban rosszindulata
betegséggel kezelt betegek; aktualisan kemoterapidval kezelt betegek, és 18 évesnél fiatalabb betegek. A
Petefészekrak Kockézati Algoritmusként (ROMA) emlitett matematikai 6sszefiiggés fiiggvény az adott né
menopauza eldtti, vagy utani statuszatol fligg. A menopauzaa lis eldtti, vagy utani statusznak, a statusz a
petefészekmiikodéstdl fligg, amely a klinikai vizsgalatok és a kortorténet segitségével allapithatd
megmegallapithatd petefészek mitkodésen kell alapulnia. A ROMA érték nem veszi figyelembe az életkort, a
csaladi kortorténetet, a klinikai vizsgalatot és a képalkoté eljarasok eredményeit, ezért csak ezekkel a
paraméterekkel egylttesen javasolt az eredményt értelmezni.

A HE4 EIA és/vagy a CA 125 teszt végzése kdzben elkdvetett hiba, vagy az eredmények nem megfeleld
kiszamitasa pontatlan kockazatértékeléshez, és a beteg helytelen ellatasahoz vezethet. A teszt(ek) hamisan
alacsony szintje(i) azt eredményezhetik, hogy a beteg a hAmeredetii petefészekrak szempontjabol alacsony
kockazath csoportba keriil, és nem a megfeleld szintii ellatasban fog részesiilni. Ezért a teszteredmények
egyedili kiz&rdlagos hasznélata az egyéb laboratériumi eredmények, képalkotd vizsgalatok leletei, és Klinikai
értékelés nélkiil kockézatot jelenthet tAmaszthat.

A beteg-mintéban talalhat6 anti-reagens antitestek (huméan anti-egér antitest (HAMA) vagy heterofil antitestek)

alkalmanként interferalhatnak zavart kelthetnek a teszttel, még akkor is, ha egyedi blokkol6 anyagok talalhatok
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a pufferekben. A tesztet hdmérséklet-szabalyozott hdmérsékletii kornyezetben kell elvégezni, mivel az
ajanlott 20-25 C° hémérséklettartomanynal magasabb tartomanyban végzett inkubacié hamisan alacsony

eredményeket hozhat.

VART ERTEKEK

1147 mintabol meghatéarozott HE4 szintek szerepelnek az alébbi tablazatban:

A HE4 tesztértékek megoszlasa

Alanyok O-  1501-300 300,1-500 > 500
szama 150 pM pM pM
pM
LATSZOLAG EGESZSEGES
N6k (menopauza elétt) 76 72 3 0 1
N6k (menopauza utan) 103 97 5 0 1
JOINDULATU ELVALTOZASOK VAGY ELETTANI ALLAPOTOK
Terhesség 22 21 1 0 0
Jéindulati négyodgyészati betegség 347 324 18 1 4
Egyéb jéindulati betegség 108 82 8 7 11
Magas vérnyomas / velesziiletett
szivelégtelenség 96 75 16 2 3
ROSSZINDULATU DAGANATOK
Petefészekrak 127 27 18 21 61
Eml6rak 46 40 4 2 0
Ttidérak 50 29 15 6 0
Méhnyalkahartya rak 116 86 15 4 11
Gyomor-hél rak 56 47 8 0 1

Ebben a tanulmanyban, az egészséges néi vizsgalati alanyok 94,4%-anak 150 pM, vagy az alatti HE4
tesztértéke volt. Ajanlott, hogy minden egyes laboratérium hozza létre sajat referencia értékét a vizsgalandé

populéacidra vonatkozdlag.

Petefészekrakkal diagnosztizalt betegek betegség-statuszanak monitorizalasmonitorozasa

A HE4 EIA teszt hatékonysagat a petefészekrakban szenvedd paciensek betegség-statuszanak
monitorizaldsmonitorozasaban gy hataroztak meg, hogy a HE4 szintek valtozasait értékelték 80 betegtdl vett
sorozatos szérummintakban, és dsszevetették a betegség-statusszal. Egy 0sszesen 354 par megfigyelésre
kiterjed6 tanulmanyt végeztek, minden egyes betegnél atlagosan 4,4 meghatarozas tortént. Pozitiv valtozast
hataroztak meg az érték ndvekedésében, ha a valtozas legaldbb 25%-kal nagyobb volt, mint a teszt el6z értéke.
Ez a valtozasi szint figyelembe veszi mind a teszt variabilitasat, mind a bioldgiai variabilitast. A beteg-mintak
60%-a (hatvan szazaléka), vagyis 76/126 pozitivan korrelalt megfelelt a betegség elérehaladasaval, mig a beteg-
mintak 75%-a (hetvenot szazaléka) vagyis 171/228 esetében nem volt jelentés valtozas a HE4 értékeiben, ami
korrelalt azzalmegfelelt annak, hogy a betegség nem progredialthaladt eldre. A teljes konkordancia 70% (hetven

szazalék) vagyis 247/354 volt. A kovetkezd tablazat az adatokat 2x2 formatumban mutatja be.
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Betegségstatusz-valtozas szekvencialis parokként

HE-4 koncentracio Progresszio Nincsen tovabbi Osszesen
novekedése progresszio

>25% 76 57 133
<25% 50 171 221
Osszesen 126 228 354

A kovetkezd tablazat a betegenkénti megoszlast mutatja. A pozitiv valtozasos, betegenkénti szérumtesztek

93%-a (kilencvenharom szazaléka) vagyis 54/58 korrelacioban volt a betegség progresszidjaval, mig a szérum
tesztek 32%-a (harminckét szézaléka) vagyis 7/22 nem mutatott semmilyen jelent8s valtozast a HE4 értékben,

ami a progresszio hidnyaval volt korrelacioban. A teljes konkordancia ebben a tanulmanyban 76% (hetvenhat

szazalék) vagy 61/80 volt.

Betegségstatusz-valtozas betegenként

HE-4 koncentraci6 ndvekedése Progresszio Nincsen Osszesen
tovabbi
progresszio
>25% 54 15 69
<25% 4 7 11
Osszesen 58 22 80

Kismedencei daganattal jelentkezo betegek kockazatbecslése

A HE4 EIA hatékonysagat a CA 125 teszttel kombinélva, akar az ARCHITECT CA 125 Il teszttel, akar a

CanAg CA125 EIA teszttel kombinaltak, prospektivelSretekintd, multicentrikustébbkoézpontu, kettés-vak dupla
szlrds vizsgalatban hataroztak meg a kismedencei daganattal jelentkez6 betegek hameredeti petefészekrak-

kockézatanak becslése vonatkozasaban. (ROMA, Id. a 17. oldalon). Az algoritmus figyelembe veszi a HE4 és a

CAL125 értékeket, valamint a beteg menopauzalis statuszat. Az algoritmus segitségével meghatarozhato a

hameredetii petefészekrak észlelésének valdsziniisége a kés6bbi miitét soran. Az eléretekintd prospektiv

tanulmanyba dsszesen 502 beteget vontak be, és a ROMA értékek alapjan meghataroztak a petefészekrak

prediktiv valosziniiségét, valamint az alacsony vagy magas kockézati csoportba vald besorolhatosagot.

A ROMA értékek halmozott gyakorisagi eloszlésa lathat6 az 1. és a 2. abran (HE4 EIA és az ARCHITECT CA

125 Il teszt kombinacio6jéaval), és a 3. és a 4. &bran (HE4 EIA és a CanAg CA125 EIA kombindcigjaval), a

joindulaty daganatoknal és a petefészekrakos esetekben, az alacsony malignus potencialt (LMP) daganatokat is

beleértve. A gyakorisagi megoszlasi grafikonok a joindulati betegségben és a hameredetii petefészekrakban

(LMP-t is beleértve) szenvedd betegek megoszlasat szemléltetik, eltér6 ROMA érték metszéspontoknal.
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1. &bra: A ROMA értékek halmozott gyakorisagi megoszlasa a menopauza elétti n6k esetében. HE4 EIA +

ARCHITECT CA 125 Il tesztkombinacid

Jéindulatu esetek %-a
alacsonyabb ROMA értékke
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2. dbra: A ROMA értékek halmozott gyakorisagi megoszlasa a menopauza utani nok esetében. HE4 EIA +
ARCHITECT CA 125 Il tesztkombinacid
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Joindulatu esetek %-a
alacsonyabb ROMA értékke

3. &bra: A ROMA értékek halmozott gyakorisagi megoszlasa a menopauza elétti n6k esetében. HE4
EIA + CanAg CA 125 EIA tesztkombinacid

Joindulatu esetek %-a
alacsonyabb ROMA értékke
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4. abra: A ROMA értékek halmozott gyakorisagi megoszlasa a menopauza utani nék esetében. HE4
EIA + CanAg CA 125 EIA tesztkombinacid
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Rétegzodés (besorolds) alacsony és magas kockazatii csoportokba

A petefészekrak kockézati algoritmust hasznéltak fel arra, hogy a néket kockazati csoportokba soroljak az

epithelialis a haAmszdveti petefészekrak kockazata vonatkozasabanfeltarasa érdekében. A kovetkezo

hatarértékeket hasznaltdk a HE4 EIA és az ARCHITECT CA 125 Il tesztkombinaciora 75%-0s

specificitismeghatarozottsag elérése érdekében:

Menopauza elotti nok

ROMA érték > 13,1% = Epithelialis hAmszdveti petefészekrak feltdrasanak magas a kockazata

ROMA érték < 13,1% = hamszdveti Epithelialis petefészekrak feltarasanak alacsony kockéazata

Menopauza utani nok

ROMA érték > 27,7% = hamszdveti Epithelialis petefészekrak feltarasanak magas kockazata

ROMA érték < 27,7% = hamszdveti Epithelialis petefészekrak feltarasanak alacsony kockéazata

Az 1. tablazatban az epithelidlis a hamszoveti petefészekrak szempontjabo6l magas kockazatl betegek

megoszlasa lathato, akik kismedencei fliggeléki daganattal jelentkeztek, ahol a 75%-0s specifikussagi

meghatarozottsagi ROMA értéket alkalmaztuk, és ez a tablazat tartalmazza a menopauza el6tti és utani

betegcsoportokat kilén-kiilon, kockazati rétegzédésben. Az I-1V. stadiumu epithelidlis haAmszoveti

petefészekrakos betegek magas kockazati csoportba sorolasanak érzékenysége 94%-0s volt, 75%-0s

specificitismeghatérozottsdg mellett. A joéindulati daganatban szenvedd nék 75%-a az alacsony kockazati

csoportba keriilt. A pozitiv prediktiv elérevetitd érték 58%, mig a negativ elOrevetitd prediktiv érték 97% volt.

1. tdblazat: Kismedencei Fliggeléki daganattal rendelkez6 betegek magas kockazata csoportja, akik

valdszintileg a petefészek epithelialis hAmszoveti rakjaban (EOC) szenvednek, (ROMA érték
kiszamitasa HE4 EIA és az ARCHITECT CA125 Il teszt kombinaciojaval)

A menopauza eldtti csoport hatarértéke a magas kockazati csoportba sorolashoz, 75%-0s

specificitismeghatarozottsagnal > 13,1%.

A menopauza utani csoport hatarértéke a magas kockazati csoportba sorolashoz, 75%-0s

specificitismeghatarozottsagnal > 27,7%.

Menopauza el6tti n6k | Menopauza utani n6k | Menopauza elotti &
n=234 n=268 utani nok egyiittesen
n=502
I-1V. stddiumu EOC | 26/34 (76%) 108/117(92%) 134/151 (89%)
& LMP egydttesen
Alacsony 10/16 (63%) 3/6 (50%) 13/22 (59%)
rosszindulatUsagi
potenciél (LMP)
I-11. stadiuma EOC 6/7 (86%) 24/28 (86%) 30/35 (86%)
I-111.C** 7/8 (88%) 35/39 (90%) 42/47 (89%)
stadiumueEOC
I-1V. stddiumu EOC | 16/18 (89%) 105/111 (95%) 121/129 (94%)

* Az I-111b és Illc stadiumi (cseplesz- (hashartya) negativ, nyirokcsomo pozitiv)

epithelidlishamszoveti petefészekrak
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Nem voltak statisztikailag szignifikans jelentos eltérések a ROMA érték érzékenységében és
specifikussdgadban meghatarozottsdgaban akar az ARCHITECT CA 125I1 tesztet, akar a CanAg CA
125 EIA tesztet hasznéltak a jéindulati betegségek és a rosszindulaty elvaltozdsok hamszdveti
petefészekrak elkiulonitésére. A CanAg CA125 EIA + HE4 EIA tesztkombinécid alkalmazésa esetén,
a I-1V. stadiumu epithelidlishAmszoveti petefészekrakos betegek magas kockazati csoportba
sorol&sakor az érzékenyseg 93% volt. A pozitiv prediktiv érték 57%, a negativ prediktiv érték pedig
97% volt. Megjegyzendd, hogy a magas és az alacsony kockazati csoportokba sorolashoz
hasznalt kiilonféle hatarértékeket attél fiiggden kell meghatirozni, hogy melyik CA12S tesztet
hasznaljak.

A kovetkez6 hatarértékeket alkalmaztak 75%-0s specifikussdg meghatarozottsag eléréséhez, a CanAg
CA125EIA + HE4 EIA tesztkombin&cié alkalmazasakor:

Menopauza el6tti nok

ROMA érték > 12,5% = EpithelidlisHamszOveti petefészekrak jelenlétének feltarasanak magas a
kockazata

ROMA érték < 12,5% = EpithelidlisHamszOveti petefészekrak jelenlétének feltardsanak alacsony a
kockazata

Menopauza utani nok

ROMA érték > 14,4% = EpithelidlisHamszOveti petefészekrak feltardsanak jelenlétének magas a
kockazata

ROMA érték < 14,4% = EpithelidlisHamszOveti petefészekrak feltardsanakjelenlétének alacsony a
kockazata

A 2. tdblazat mutatja az dlnegativ értékeket, és az epithelialis petefészekrakban szenvedd betegek szazalékos
megoszlasat az alacsony kockazati csoportban, 75%-0s meghatarozottsaig mellett. A hamszoveti
petefészekrakos betegek alacsony és magas kockazati csoportokba sorolaskor, a ROMA hasznélataval, 75%-0s
specificitds mellett 6,2%-0s teljes alnegativ ardny mutatkozott. Az alacsony kockazati csoportba soroltak kéziil

Osszesen 3 (harom) szazalékban diagnosztizaltak hamszdveti petefészekrakot.

2. Tablazat: Az alacsony kockézati csoportba sorolt 6sszes eset alnegativ értékei és a hAmszoveti petefészekrak
szazalékos megoszlasa a ROMA érték alkalmazéasaval azokndl, akik kismedencei daganattal jelentkeztek. A
menopauza el6tti hatarérték az alacsony kockazati csoportba sorolashoz, 75%-o0s specificitds mellett <13,1%, a

menopauza utdni hatarérték az alacsony kockazati csoportba sorolashoz, 75%-os specificitas mellett <27,7%.
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Epthelialis Hamis negativ arany (FNR) Rékbetegsegek szazaléka az
Hamszoveti alacsony kockazatu
petefészekrak* csoportban
Hamis negativ | Rak-betegségek | FNR® Hamis | Valds (%)
rak-betegségek | dsszesen negativ | pozitiv
rak- jéindul
betegsé | atu
gek
Menopauza 2 18 11,1% 2 149 1,3%
elotti
Menopauza 6 111 5,4% 6 113 5,0%
utani
Az 0sszes beteg 8 129 6,2% 8 262 3,0%

* Alacsony malignitési potenciallal (LMP) rendelkezé daganatok nem szerepelnek itt; "*FNR —

Hamis negativ / (valddis pozitiv + hamis negativ); * Hamis negativ / (valodis negativ + hamis

negativ)

TELJESITMENY JELLEMZOK

Pontossag

A HEA4 teszt pontossaga <15% 06sszes CV. A tanulméanyt a Klinikai Laboratériumi Szabvanyok
Nemzeti Bizottsaganak (NCCLS — CLSI) az EP-A2 (22) irdnyelvében leirtak szerint végezték. Négy
szérummintabol allo panelt teszteltek, ket tétel reagenst hasznalva, két masolatot készitve, a nap két

eltéré idépontjaban, 20 napon keresztiil. Az ebbdl a tanulmanybdl szarmazo adatokat az alabbiakban

Osszegezzlk*

Minta Reagens tétel ~ Szam  Atlagos Futta- Futta- SD CV%
kon- téson tason Osszesen  0sszesen
centracié  bellli SD beldili (pM)

(PM) (PM) CV%
1 1 80 50,3 0,81 1,6 2,34 47
2 80 48,0 0,69 14 2,17 45
2 1 80 75,3 1,81 2,4 2,96 3,9
2 80 72,4 1,73 2,4 4,70 6,5
3 1 80 255 5,68 2,2 12,0 47
2 80 242 5,21 2,2 12,8 53
4 1 80 407 6,22 15 14,5 3,6
2 80 385 8,71 2,3 21,6 5,6

*Reprezentativ adatok; az egyes laboratoriumok eredményei eltérhetnek ezektdl az adatoktol.

Feltarasi hatarérték

A HE4 EIA teszt detektalasi feltarasi hatarértéke < 15pM. A detektalasi feltarasi hatarerték (LoD)
megfelel a 95 % konfidencia megbizhatdsagi intervallum folsé hatarértékének, és a HE4 antigén

crer

17-A (23) irdnyelvét a LoD kisérletek meghatarozasara hasznaltak. Tanulméanyt kezdtek, ahol HE4

kalibratort (A) (nulla) és egészséges alanyok 4 mintajat oldottak fel 5pM-re minta oldoszerrel, és
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ezeket futtatasonként 24 masolattal, 4 futtatasban, két eltérd napon. Az LoD értéket a
kovetkezOképpen szamitottak ki:

LoD (pM) =5,0 pM x 1,65xSDo+1,65xSDs) / (ODs-ODy)

A HE4 EIA készlet detektalasi feltarasi hatarértékének szamitasakor az eredmény <2,5 pM lett.

Funkcionalis érzékenység

A HE4 EIA teszt funkcionalis érzékenysége < 25pM. Az olyan analizalt oldat koncentrécidjaként
fejezzilk ki a funkcionalis érzékenységet, ahol a CV 20%. Az NCCLS EP5-A2 (22) iranyelvét
hasznaltuk fel a funkcionalis érzékenység meghatarozasara szant kisérletek megtervezésére.
Tanulmanyt végeztiink, ahol egy Ottagu érzékenységi panelt teszteltlink 2 futasbol 4 futasban, husz
eltérd napon, két tétel reagenssel. A HE4 EIA tesztre meghatarozott funkcionalis érzékenység értékét
<5pM-ben hatdroztdk meg.

Regeneralas

A HE4 EIA teszt atlagos regeneralasa 100 + 15%. Egy tanulmanyban egy beteg-minta ismert HE4
koncentracioit hozzaadtak a normal human szérummintakhoz. A HE4 koncentraciot a HE4 EIA teszt
alkalmazasaval hataroztdk meg, és az ennek eredményeként 1étrejovo szazalékos regeneraciot

kiszamitottak. Ennek a tanulmanynak a reprezentativ adatait 6sszegzi az alabbi tablazat*

Minta Belsé tesztérték  Hozzaadott HE4  Megfigyelt HE4  Sz&zalékos
(pM) antigén (pM)) tesztértek (pM) regeneracio %
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 99
650 645 90
5 40,2 15 56,5 102
75 102 98
350 402 99
650 676 96

A fent lathat6 négy kildn kiemelt koncentréacid atlagos regeneraciojat 97%-nak ban allapitottak
megtalaltak.

* Reprezentativ adatok; az egyedi laboratoriumokban az eredmények eltérhetnek ezektdl az adatoktol.
** %%-os regeneracio=Megfigyelt HE4 koncentracio (pM)/Belsé HE4 koncentracié (pM)+ hozzaadott
HE4
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Magas dézisu horog (,,hook™)

A magas dozist horog olyan jelenség, ahol nagyon magas szintli mintak olvashatok a teszt dinamikus
skalajan belil. A HE4 EIA tekintetében, semmilyen magas d6zisu horog-hatést nem figyeltek meg a
legfdljebb 300 000 pM HE4 velesziiletett antigént tartalmaz6 minték esetében.

Oldat linearitas

A HE4 EIA teszt atlagos oldat linearitdsa 100+15%. Tanulményt folytattak az NCCLS (CLSI) EP6*A
(24) iranyelv szerint modellezett HE4 EIA-rél. Emelt HE4 értekeket mutatd szérummintakat oldottak
HE4 ,,A” kalibréatorral (zérd). A HE4 koncentrécidt az egyes oldatokra meghataroztak, és a szazalékos
(%) regeneraciot kiszamitottdk. Ennek a tanulmanynak a reprezentativ adatait 0sszegzi az alébbi

tablazat*

Minta Végleges oldat Kapott érték (pM) Vart érték (pM) Szézalékos
tényez0 regeneracié **

(%)

1 Oldatlan 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 4448 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 Oldatlan 697,0 697,0 100
1:1,25 5449 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 Oldatlan 680,2 680,2 100
1:1,25 499,7 5442 91,8
11,7 354,4 408,1 86,8
1:2 296,7 340,1 87,2
1:2,5 2472 272,1 90,9
1:5 1249 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

A fent bemutatott harom oldott minta atlagos regenerécidja = 101%.

* Reprezentativ adatok; az egyes laboratoriumokban kapott értékek eltérhetnek ezektdl az adatoktol.
**05-0s regeneracié = HE4 kapott koncentréacitja x Oldasi tényez6 / Oldatlan HE4 koncentracio
Analitikai specifikussag

A HE4 EIA teszt atlagos tesztspecifikussaga 100+15%. Regeneracios tanulmanyokat folytattak a
kovetkezo vegyiileteket a megadott koncentracioban tartalmazo szérumok dsszehasonlitasara, a

kontroll szérumokkal. Az NCCLS EP7*A (25) iranyelveét alkalmaztak a zavarkisérletek
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megtervezésére. A kdvetkezd anyagokat és koncentraciokat tesztelték, és ugy talaltak, hogy nem

okoznak zavart a tesztben

Bels6 szérum zavarok Tesztkoncentracid
Trigliceridek 30 mg/ml
Billirubin 0,2 mg/ml
Hemoglobin 10 mg/ml

Fehérje bsszesen 120 mg/ml
Kemoterapias gyégyszer zavarok Tesztkoncentracio
Carboplatin 500 ug/ml
Cisplatin 165 pg/ml
Clotrimazole 0,3 pg/ml
Cyclophosphamide 500 ug/ml
Dexamethasone 10 pg/ml
Doxorubicin 1,16 pg/ml
Leucovorin 2,68 ug/ml
Melphalan 2,8 pg/ml
Methotrexate 45 pg/ml

Paclitaxel 3,5 pg/ml

Potencialisan zavart okozo Kklinikai kérialmények

A HE4 EIA tesztet Hama-t és Rheumatoid faktort (RF) tartalmaz6 mintakkal értékelték, a teszt
specifikussaganak meghatarozottsaganak a tovabbi értékelésére. Ot HAMA-pozitiv és 6t RF-pozitiv
mintat értékeltek a %-o0s regeneracidra, HE4 antigént fecskendezve az egyes mintakba, kb. 50 és 450

pM értékben. Az atlagos regeneracios eredményeket a kovetkezé tablazat* 6sszegzi.

Klinikai feltétel Mintak szama Atlagos %-0s regeneracio
HAMA 5 101
RF 5 95

* Reprezentativ adatok; az egyes laboratoriumok eredményei eltérhetnek ezektdl az adatoktol.

SZAVATOSSAG

Az itt bemutatott teljesitmény-adatokat a leirt teszteljarassal kaptuk. A Fujirebio Diagnostics altal
nem ajanlott barmilyen valtoztatas, vagy mddositas az eljarasban befolyasolhatja az eredményeket,
amely esetben a Fujirebio Diagnostics elharit magatdl mindenfajta kifejezett, beleérthetd, vagy
kotelezo szavatossagot, a kereskedelmi forgalomba hozatal és egy célnak valé megfeleldség

beleérthetd szavatossagat is beleértve.
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JEGYZOKONYV URLAP
HE4 EIA 404-10

Az alkotoelemeket kozvetleniil hasznalat elott készitse elo. Az Utasitasok szerint alkalimazza a moso és inkubacios
feltételeket.
Megjegyzés: A tesztet csak 20-25 C° kozitti homérsékleten végezzék, pontos eredmények érdekében.

Lépés

Ampullaflemez

Eljaras

1.

Készitse eld a HE4 kalibritorokat

Keészitse elo a HE4 kontrollokat

Keészitsen mosooldatot

Készitsen nyomkdvetd izotopos
munkaoldatot

CAL | HE4

B.C.D.EF
CONTROL

WASHBUF

-
X}

Adjon I ml desztillalt, vagy deionizilt vizet az egyes
ampullakba, és évatosan keverje dssze. Hagyja allni
legalibb 15 percig. MEGJIEGYZES: Az egyes kali-
bratorok pontos koncentracioja a cimkeén szerepel.
Regeneralt stabilitas: 4 hét 2-8 C°-n.

Oldjon fel 50 ml mosoé koncentratumot 1200 ml
desztillalt, vagy deionizalt vizzel.

Keverjen 50 pl nyomkévetd izotopot, HRP anti-HE4-
et | ml nyvomkivetd 1zotop oldoszerrel, szalagonkéni:

Szalagok Nyvomkiivetd izotop, Nyomkivetd
szima HRP Anti-HE4 (pL) izotop
oldészer (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
g9 450 ]
10 500 10
11 550 1
12 600 12
2. Mosas MICROPLA Mosson ki minden egyes iireget mosooldarttal.
Alkalmazzon keézi, vagy automata mosot.
3 Adja hozzi a kalibratorokat, m 25 pl minden egyes iiregbe
kontrollokat és mintikat LB.CDEF
CONTROL |HE4 |
iL#d
4. Adjon hozza Biotin Anti-HE4-et BIOTIN| Anti-HE4 100 pl minden egyes iiregbe
5. Inkubaljon MICROPLA 1 ora razas 20-25 C°-n.
6. Mosas MICROPLA Mosson ki minden egyes iireget mosooldatial. Alka-
lmazzon kézi. vagy automata mosot.
7. Adja hozza a nvomkoveto TRAGER WORKING 100 ul minden egyes iiregbe.
G N SOLUTION
izotdp munkaoldatot.
8. Inkubiljon MICROPLA 1 6ra razas 20-25 C-n.
Mosson ki mi gyes iireg sooldattal. Alka-
0. Mosis MICROPLA losson ki Ilnlmnleu egyes lireget 11153sould attal. Alka
Imazzon kézi, vagy automata mosot,
10.  Adjon hozza TMB HRP taptalajt 100 pl nunden egyes iiregbe.,
I1.  Inkubdljon MICROPLA 30 perc razas 20-25 C*-n
12, Olvassa le a felszivast MICROPLA 620m

12 viltozat. Adjon hozza blokkolo oldatot

13 valtozat. Keverje dssze

14 valtozat. Olvassa le a felszivast

! E
—
=
w

100 pl minden egyes iireghe
Hagvja keveredm 20-25 C°-n

Olvassa le 405 nm-nél 15 percen beliil
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