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Popis kratica:

AFP = al - fetoprotein
AUC = engl. area under curve = povrsina ispod krivulje
CA125 = engl. carbohydrate antigen = ugljikohidratni antigen CA125 ili karcinomski

antigen
CEA = karcinoembrionalni antigen
ECLIA = engl. electrochemiluminiscence immunoassay = imunokemijska metoda
elektrokemiluminiscencije
EOC =engl. epithelial ovarian cancer = epitelni karcinom jajnika
FDA =engl. Food and Drug Administration
FIGO =engl. International Federation of Gynecology and Obstetrics
GV = granicna vrijednost
HE4  =engl. Human epididymal protein 4 = Ljudski epididimalni protein 4
HKMB = Hrvatska komora medicinskih biokemicara
KOPB = kronicna opstruktivna plucna bolest
KZLD = Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku
LN = lazno negativni
LP = lazno pozitivni

NACB = engl. National Academy of Clinical Biochemistry

NIH = engl. the National Institute of Health

p = granica statisticke znacajnosti
RMI = engl. risk of malignancy index

ROC =engl. Receiver operating characteristic



ROMA = engl. risk of ovarian malignancy algorithm

Ru = rutenij

Sl = symptom indeks
SN =stvarno negativni
SP = stvarno pozitivni

TB = tumorski biljeg
TPA =tripropilamin

UzV = ultrazvuk

WAP = engl. whey acid protein domains
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1. UVOD



1.1. TUMOR

Zlo¢udne bolesti drugi su uzrok smrtnosti u veéini zapadnih zemalja, odmah nakon
kardiovaskularnih bolesti. Prema podatcima Hrvatskoga zdravstveno-statistickog ljetopisa,i U
Republici Hrvatskoj su bolesti cirkulacijskog sustava (50,26%) najce$¢i uzrok smrti, dok
novotvorine na toj ljestvici zauzimaju drugo mjesto (24,68%). Tumor je izraslina koja moze

biti benigna ili maligna. (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009; Roche Diagnostics, 2013b)

Rak je zajednic¢ki pojam za sve zloudne tumore,a oni se mogu podijeliti na karcinome,
sarkome 1 hematoblastome. Karcinomi su zlo¢udni tumori epitelnih i mukoidnih stanica te
parenhimatoznih organa (jetre, bubrega, pluca). Sarkomi su zlo¢udni tumori vezivnog i
potpornog tkiva, a hematoblastomi zlo¢udni tumori hematopoetickoga tkiva. Zlo¢udni se
tumor razvija u Cetiri stadija: inicijacija, promocija i progresija te metastaziranje. Inicijacija je
ireverzibilan proces u kojem se od jedne zlo¢udno preobrazene stanice razvija klon takvih
stanica. Promocija je reverzibilan proces koji ovisi o djelovanju karcinogenih ¢imbenika i o
njihovoj koli¢ini. Progresija je ireverzibilan proces kojeg karakteriziraju uocljive genomske
promjene i stvaranje primarnog, lokalnog tumora. Cetvrti stadij, metastaziranje, odnosi se na
Sirenje zlo¢udnih stanica u okolno tkivo. (Slike 1 i 2) (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009;

www.klinkemija.kbcsm.hr)

INICUACIA PROMOCUA PROGRESLIA

-
-
-

Mormalna stanica,
zdrava Promijenjena Preneoplastitne

stanica okruiena stanice
normalnim stanicama

Meoplasticne stanice

Slika 1. Stupnjevi nastanka tumora (slika preuzeta i preoblikovana s is.muni.cz)
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Slika 2. Metastaziranje (slika preuzeta i preoblikovana s www.zdravlje.eu)

1.2. TUMORSKI BILJEZI

Tumorski biljezi su makromolekule ¢ije povecanje koncentracije upucuje na vjerojatnost
prisutnosti  zlocudnoga tumora. Mnogi su tumorski biljezi produkti zlo¢udnih stanica, ali
ipak nisu strogo specifi¢ni za karcinom jer se vecina njih sintetizira i otpusta iz normalnih
stanica,tkiva ili organa te su tako utvrdene njihove grani¢ne vrijednosti,a mogu se pojaviti i
kod nekih dobroé¢udnih bolesti. (Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009)

Razlic¢ite benigne bolesti koje utjecu na tkiva koja proizvode TB mogu povecati koncentraciju

TB u serumu i tako dati lazno pozitivne rezultate (Molina i sur., 2011).

S obzirom da ne postoji idealni tumorski biljeg sa 100% -tnom klini¢kom (dijagnostickom)
specificnoséu 1 100%-tnom osjetljivos¢u, postavljeni su kriteriji kojima treba udovoljiti
odredeni tumorski biljeg da bi bio od koristi u klinickoj praksi. To su 95%-tna specifi¢nost,

najmanje 50%-tna osjetljivost i korelacija s tumorskom masom. (Cvoriséec i Cepelak, ured.,
2009)



Odredivanje koncentracije tumorskih biljega u serumu nema znacenje u ranoj dijagnostici,

veé sluzi za praéenje i procjenu prognoze bolesti (Cepelak i sur., 2004).

1.3. PODJELA TUMORSKIH BILJEGA

Tumorski biljezi su vrlo brojni, s razli¢itim funkcijama u organizmu. Podjela TB nije
jednostavna te postoje razli¢iti sistemi kako su podijeljeni prema njihovoj gradi,nastanku,

fizikalno-kemijskim svojstvima, ulogama. (Molina i sur., 2011)

Tablica 1. Podjela TB prema strukturi (prema Cvoriiéec i Cepelak, ured., 2009)

onkofetalni proteini (antigeni) CEA, AFP, SCC

enzimi PSA, NSE, PAP

hormoni Kalcitonin,ACTH, ADH, HCG, PTH
ugljikohidratni epitopi koje prepoznaju CA125, CA15-3,CA 19-9

monoklonska antitijela

receptori ER, PR
onkogeni ras, c-myc, HER2, bcl-2, abl
tumor-supresorski geni RB gen, p53 gen,BRCA1, BRCA2

Prakti¢nije ih je razvrstati prema klinickoj upotrebi, osjetljivosti ili specificnosti. Prema

osjetljivosti i specifi¢nosti, tumorske biljege mozemo podijeliti na:

1. TB visoke osjetljivosti 1 visoke specificnosti koji uvijek pokazuju prisutnost
malignoga tumora. Tu spadaju B-HCG i kalcitonin. Malo povisenje B-HCG-a u Zena

koje nisu trudne, tj. koncentracije iznad normale upucuju na karcinom.



2. TB promjenjive osjetljivosti i specificnosti. Ovo su TB s niskom osjetljivosti i
specificnosti u pocetnim stadijima. Njihove koncentracije u serumu su neprimjetne za
zdrave osobe i pacijente s benignim bolestima dok u uznapredovalim stadijima
koncentracije u serumu potvrduju karcinom. Takvi su: CEA, PSA, CA125, CA15-3,
CA19-9.

3. TB promjenjive osjetljivosti i niske specifi¢nosti. Ovim TB osjetljivost ovisi o stadiju
bolesti, ali im je niska specificnost ¢ak 1 u napredovalim stadijima bolesti. To su

citokeratini kao §to je TPA (tkivni polipeptidni antigen). (Molina i sur., 2011)

EBV

Slika 3. Tumorski biljezi (slika preuzeta s www.tumori.me )



1.4. FAKTORI KOJI UTJECU NA KONCENTRACIJU,
OSJETLJIVOST I SPECIFICNOST TUMORSKIH
BILJEGA

Na koncentraciju i promjene koncentracije TB u krvi i drugim tjelesnim teku¢inama utjecu:
ukupan broj stanica koje proizvode TB, masa tumora, Sirenje i stadij tumora, zatim Stupan]
sinteze TB, stupanj otpustanja TB iz tumorskih stanica, vaskularizacija tumora ($to je slabija
opskrbljenost tumora krvlju, manje TB dospijeva u cirkulaciju), liza ve¢ih tumorskih stanica
koja dovodi do povisenja TB, te poremecaji u ekskreciji, oste¢enje bubrega i jetre zbog Cega
dolazi do porasta koncentracije TB  (Lothar, 1998). Da bi tumor rastao mora uspostaviti
svoju vlastitu prokrvljenost. Neke stanice luce faktor koji stimulira urastanje novih krvnih Zila
i infiltraciju u okolno tkivo. Benigni tumori rastu dobro ograni¢eni od okolnog tkiva, dok se

maligni infiltriraju u zdravo tkivo, Sire limfom i krvlju. (www.perpetuum-lab.com.hr)

Angiogeneza

Slika 4. Proces nastanka novih krvnih zila (slika preuzeta s www.roche.ba)

Osijetljivost i specificnost TB ovisi 0 razli¢itim faktorima. Ostecena tkiva koja proizvode TB,
a nisu karcinomi, uzrokovat ¢e nastanak lazno povisenih rezultata i povecanje koncentracije
TB u serumu kao i kada je prisutan karcinom. Prezivljenje bolesnika povezano je s veli¢inom i

stadijem tumora, njegovim Sirenjem te faktorima koji utjecu na osjetljivost TB.

TB se sintetiziraju u tumorskim stanicama, otpustaju se iz tumora te odreduju na periferiji.

Dostupni su u cirkulaciji te ih odredujemo iz krvi. Rastom tumora oni nadiru u krv i limfne



zile. Vecina TB se razgraduje u jetri i izlu¢uje bubrezima. Promjene u bilijarnoj ili urinarnoj
funkciji smanjit ¢e razgradnju i eliminaciju te tako uzrokovati nakupljanje i lazno povisene
koncentracije u serumu onih TB koji se na taj nacin eliminiraju iz organizma. Veéina TB se
umjereno poveca (2-4 puta iznad grani¢ne vrijednosti) kod pacijenata s cirozom jetre ili
zatajenjem bubrega : CEA, CA125. Neki TB, npr HE4, mogu dosegnuti koncentraciju u
serumu, kada se radi o zatajenju bubrega, kao one koncentracije koje se javljaju kod malignih
stanja. (Molina i sur., 2011)

Tumorski biljeg izbora kod ginekoloskih bolesti je CA125. Zbog njegove niske osjetljivosti u
pocetnim stadijima karcinoma jajnika, a ujedno i nedovoljne specifi¢nosti, proucavali su se
drugi tumorski biljezi kao dodatak CA125 poput : CA 19-9, CA72-4, inhibin, citokeratini,
CASA, CA15-3ili OVX1 (Molinai sur., 2011) te mezotelin, kalikrein i osteopontin kako
bi se povecala osjetljivost za ranu detekciju karcinoma jajnika (Park i sur., 2011). Njihovi
doprinosi su ostali nejasni i iako se povecala osjetljivost, specifi¢nost je pala. Danas je TB
koji obecava HE4, biljeg vece osjetljivosti nego CA125. Istrazivani su razli¢iti TB i nadena je
poviSena njihova koncentracija kod pacijentica s tvorbom u zdjelici i to kod onih sa
karcinomom jajnika i kod onih sa benignim tvorbama. Najvecu osjetljivost, uz specifi¢nost od
95%, imao je HE4 (72,9%) i najbolja je bila kombinacija ovoga biomarkera s CA125
(osjetljivost 76,4%). (Molina i sur., 2011; Roche Diagnostics, 2013a)

1.5. TUMORSKI BILJEZI U GINEKOLOSKOJ ONKOLOGIJI

1.5.1. CA125

Ugljikohidratima srodni tumorski biljezi su antigeni na povrsini tumorskih stanica ili produkti
koje luCe tumorske stanice. Tu se ubrajaju visokomolekularni mucini (CA 15-3, CA 125).

(Cvoriscec i Cepelak, ured., 2009)

Prvi je otkriven CA 125 1981. godine kao transmembranski glikoprotein molekularne mase
veée od 200 kDa. Ugljikohidrati ¢ine oko 24% njegove mase. CA 125 prepoznaje
monoklonsko antitijelo OC 125 (razvijeno naspram stani¢ne linije OVCA 433 pacijenta s
karcinomom jajnika). ( Li i sur., 2009; Burtis i sur., 2012)

Naden je u raznim tkivima fetusa kao $to su u peritoneum i pleura. U odraslih je ljudi opazen

u endometriju, vratu maternice, falopijevoj tubi, pleuri i peritoneumu. Osim u serumu nalazi
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se i u mlijeku, cervikalnoj sluzi, sjemenoj tekucini i amnijskoj tekuéini. Grani¢na vrijednost
kod koje se optimalno razlikuju zdravi od bolesnih je 35 kIU/L. (Samija i sur., 2006;
Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009)

Vrijednosti za CA 125 mogu biti blago povecane u nekim dobrocudnim stanjima, npr. kod
jetrene ciroze, hepatitisa, endometrioze, perikarditisa, rane trudnocée, u folikularnoj fazi
menstruacijskoga ciklusa i tijekom ovulacije. Pove¢ane koncentracije CA 125 u serumu
opazene su u bolesnika s razli¢itim vrstama zlo¢udnih tumora (vrijednosti obi¢no manje od 65
kIU/L), ali je osobito koristan biljeg za karcinom jajnika (vrijednosti obi¢no veée od 65
KIU/L), gdje mu, uz specifiénost 95%, osjetljivost iznosi 78%. (Cvoridéec i Cepelak, ured.,
2009)

CA 125 moze biti poviSen i kod nekih karcinoma koji nisu vezani uz jajnike kao S§to su
karcinom endometrija, gusterace, plu¢a, dojke, kolorektalni karcinom te ostali GIT karcinomi
(Park i sur., 2011).

CA125 je jedan od tumorskih biljega s najve¢im brojem lazno pozitivnih rezultata. Oko
30,9% pacijentica imalo je koncentracije vise od grani¢ne vrijednosti koje nisu povezane s
malignom boles¢u. Kod gotovo svih TB, bolesti jetre i bubrega su uzroci lazno povisenih
rezultata. Ova povecanja su obicno do 350 kIU/L, znac¢i oko deset puta veca od grani¢ne
vrijednosti. Osim navedenog, glavni uzrok laznog poveéanja CA125 je njegova prisutnost u
izljevima. Molina i suradnici opisuju kako izljevi iz perikarda ili izljevi kod nefrotskoga
sindroma uzrokuju niza poviSenja (< 350 kIU/L) nego pleuralni izljevi (normalno < 600
KIU/L) s ascitesom. Ascites se pojavljuje i kod karcinoma jajnika. Koncentracije CA125 u
serumu mogu dosegnuti do 2,000 — 3,000 kIU/L. (Molinai sur., 2011)



Tablica 2. Faktori koji utje¢u na koncentraciju CA125 u serumu

(preuzeto iz Ferraro i sur., 2015; Kappelmayer i sur., 2015; Molina i sur., 2011)

VISA KONCENTRACIJA NIZA KONCENTRACIJA NE UTJECU NA

CAl125 CA125 KONCENTRACIJU
CA125

Spol (Zene) Dob (stariji od 50 godina) Alkohol

Menstruacija Menopauza Pusenje

Ovulacija fizicka aktivnost prije

uzorkovanja krvi

Rasa (u bjelkinja) Rasa (u stanovnica Azije i
Afrike)

1.5.2. KLINICKA PRIMJENA CA125

CA125 je jedini biljeg koji je do sada prihvacen u klinickoj primjeni kod karcinoma jajnika.
NACB ne preporuca ostale biljege u dijagnostici i praéenju karcinoma jajnika. (Chan i sur.,
2009)

Veéina klinickih smjernica ne preporuc¢a CA125 za koriStenje u probiru jer njegova
osjetljivost i specifi¢nost nije dovoljno visoka za probir karcinoma jajnika u ranom stadiju.
(Molina i sur., 2011; Topi¢ i sur., 2004)

Prema NIH, CA125 se uz ultrazvuk odreduje u probiru Zena s pozitivnom obiteljskom

anamnezom za karcinom jajnika. (Park i sur., 2011; Andersen i sur., 2010)

Probir se preporuca i u postmenopauzalnih Zena, jer su povisene vrijednosti U postmenopauzi
e$¢e udruzene s malignom bole$éu, nego kod Zena u premenopauzi (Samija i sur., 2006) te
je koncentracija CA125 cesto lazno poviSena kod benignih bolesti kod pacijentica u
premenopauzi,kao Sto je endometrioza, pa se koristi za detekciju EOC samo kod Zena u

postmenopauzi. (Bandiera i sur., 2012)

Odredivanje koncentracije CA125 vazno je i prije i poslije operacije. Poslije operacije i

kemoterapije, smanjenje koncentracije CA125 pokazalo se kao vazan prognosticki faktor.



Smanjenje koncentracije CA125 tijekom terapije pokazatelj je dobre prognoze. Razli¢ite
institucije, kao Sto su NIH i NACB, preporucuju uporabu CA125 kao prognostickoga
indikatora. Sto su nize koncentracije CA125 nakon podetnoga tretmana veca je vjerojatnost
prezivljenja. Povisena koncentracija CA125 prvi je znak recidiva karcinoma. Smanjenje
koncentracije TB u serumu ukazuje na pozitivan odgovor pacijenta na terapiju. (Molina i sur.,
2011)

1.5.3. HE4

HE4 otkrio je Kirchoff 1991 godine (Simmons i sur., 2013). HE4 je sekretorni protein koji
pripada obitelji inhibitora proteaza (WAP) koji su ukljuceni u funkciju imunosnoga sustava.
Gen koji kodira sintezu HE4 je WFDC2. Veli¢ine je 13 kD, a zrela glikozilirana forma je
veli¢ine 20-25 kD. Prvo je pronaden u epididimisu , a kasnije i u respiratornom epitelu,
distalnim tubulima bubrega, salivarnim zlijezdama,tireoideji, dojkama, falopijevoj tubi,
endometriju, cerviksu, prostati i mukozi kolona. Najvise je eksprimiran u tkivu karcinoma
jajnika. (Burtis i sur., 2012; Molina i sur., 2011; Kappelmayer i sur., 2015; Park i sur., 2011)

Veéinom je eksprimiran u seroznim i endometrijskim karcinomima, ali ne i kod mukoznih
tumora. HE4 je manje eksprimiran i kod adenokarcinoma plu¢a i dojki, a jo§ manje kod
karcinoma GIT-a i uroloskoga puta. Ovisno o autoru, koncentracije HE4 u serumu 100 — 150
pmol/l smatraju se grani¢nima. Zatajenje bubrega glavni je uzrok lazno pozitivih rezultata

HE4, kada su koncentracije deset puta vece od grani¢ne vrijednosti. (Molina i sur.,2011)

HE4 je biljeg vece specifi¢nosti nego CA125. Kada se HE4 kombinirao s CA125 osjetljivost

je bila visa, nego osjetljivost HE4 samoga. ( Lin i sur., 2013)
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Tablica 3. Faktori koji utje¢u na koncentraciju HE4 u serumu

(preuzeto iz Ferraro i sur., 2015; Kappelmayer i sur., 2015; Simmons i sur., 2013)

VISA KONCENTRACIJA NIZA KONCENTRACIJA NE UTJECU NA

HE4 HE4 KONCENTRACIJU HE4
Pusenje (za 20-30% vise Sto je veé¢i BMI (indeks Cirkadijalni ritam
vrijednosti HE4 u epitelu tjelesne mase)

bronha)

Maligne bolesti U premenopauzi (u odnosu  Alkohol

na postmenopauzu)

Kroni¢na bubrezna bolest, Trudnoca Fizic¢ka aktivnost

bolesti jetre

Spol (u Z za 7-9% vise konc U folikularnoj fazi nego u Koristenje hormona,

nego u M) ovulaciji (menstruacijski kontraceptiva (estrogena i
ciklus) progestina)

Dob (koncentracija HE4 Koristenje lijekova u

postupno raste s dobi) kemoterapiji

Tuberkuloza,endometrioza Endometrioza

(dobroc¢udne bolesti zdjelice

1 pluca)

1.5.4. KLINICKA PRIMJENA HE4:

MRNA koja kodira za sintezu HE4 nalazi se u epitelnim stanicama epididimisa . Moguca

uloga HE4 je da se koristi u sazrijevanju spermija. (Simmons i sur., 2013)

HE4 znacajan je kao biljeg za detekciju i pracenje karcinoma jajnika, posebice u kombinaciji
s CA125, sto je sadasnji zlatni standard za karcinom jajnika. HE4 je bolji od CA125 kao
biomarker za karcinom jajnika posebice u razlikovanju benignih bolesti od malignih. (Moore
i sur., 2012; Li i sur., 2009)
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Koristenjem oba biljega, uspjesno su klasificirane Zene s masom u zdjelici koje imaju visok
ili nizak rizik od pojave epitelnoga karcinoma jajnika. HE4 je koristan i kao biljeg karcinoma
endometrija. (Burtis i sur., 2012)

Jako je izraZen u pacijenata s karcinomom endometrija i osjetljiviji je od CA 125 iuranomiu
kasnom stadiju. Znac¢ajan je u razlikovanju endometrioze od karcinoma jajnika i karcinoma
endometrija. Koncentracija HE4 najvisa je u ovim bolestima nego ijedan drugi biljeg koji je

istrazivan. (Kappelmayer i sur., 2015)

1.6. MATEMATICKI ALGORITMI ZA PREDVIPANJE
POJAVE KARCINOMA

Za predvidanje pojave karcinoma koriste se matematicki algoritmi u kojima se koriste
koncentracije CA125 i HE4 kako bi se bolje pratili pacijenti kod kojih se sumnja da imaju
ginekoloske malignosti. Prvi uvedeni algoritam je RMI. Dobiven je kombiniranjem
vrijednosti  CA125, ultrazvuka i menopauzalnoga statusa. Sl je ustanovljen prema
pacijentovom dozivljaju boli u zdjelici i abdomenu te vrijednosti CA125. (Simmons i sur.,
2013; Andersen i sur., 2010)

Prema ROMA rezultatu procjenjuje se rizik postojanja EOC kod zena s prisutnom tvorbom u
zdjelici. Ra¢unanje ROMA indeksa ukljucuje koncentracije HE4 i CA125 i podrazumijeva
menopauzalno stanje Zene ( pre ili post-menopauza). Odobrena je od FDA za razlikovanje

malignih od benignih tvorbi zdjelice. (Simmons i sur., 2013).

Ustanovljeno je da je ROMA indeks bolji od RMI u procjeni rizika za EOC. Koristenjem oba
biljega mogu se Zene podijeliti u skupine s visokim i niskim rizikom. Ukoliko je ROMA u
premenopauzi < 11.1% ,a u postmenopauzi < 29.9% rizik za prisutnost karcinoma jajnika
je nizak. Ukoliko je ROMA > 11.4 % u premenopauzi, a >29.9 % u postmenopauzi postoji

visok rizik za prisutnost karcinoma jajnika. (Roche Diagnostics, 2013b)
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1.7. BOLESTI KOD KOJIH SE ODREDUJU CA125 1 HE4:

1.7.1. KARCINOM JAJNIKA:

Karcinom jajnika drugi je po zastupljenosti u Zena i ujedno vodeéi uzrok smrti medu
ginekoloskim karcinomima s ucestaloséu od 80% te je izljeciv ako se rano dijagnosticira

(Kappelmayer i sur., 2015; Vrdoljak i sur., 2013).

Najcesce se dijagnosticira 0ko 60-te godine zivota, a bolest je tada u 70 % oboljelih vec
uznapredovala. Godisnje se u svijetu pojavi oko 200 000 slucajeva od ¢ega umre 140 000
pacijentica. (70 %). Incidencija raka jajnika u Hrvatskoj godine 2008. iznosila je 465/100 000
zena, a mortalitet 326/100 000 zena (70 %) (Vrdoljak i sur., 2013).

Stupanj prezivljenja ovisi o stadiju bolesti. Stupanj preZivljenja je 70-90% u pocetnim

stadijima,a 11-20 % u stadiju IVV. (Molina i sur., 2011)

Prema International Agency for Research on Cancer prezivljenje pacijentica s karcinomom
jajnika u 5 godina je 46%. Ukoliko se bolest rano dijagnosticira, prezivljenje je cak 94 %.
(Roche Diagnostics, 2013a)

U 75% pacijentica s EOC simptomi se javljaju tek u kasnijim stadijima (stadiji 3 i 4). Dakle,

< 30% karcinoma jajnika se detektira u stadijima 1 i 2. (Roche Diagnostics, 2013b)
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Slika 5. Petogodisnji stupanj prezivljenja karcinoma jajnika ovisno o stadiju prema FIGO

klasifikaciji (preuzeto i prepravljeno iz Roche Diagnostics, 2013b)

Razlog kasne dijagnoze bolesti (tek u III 1 IV stadiju) jest €injenica da su simptomi raka
jajnika nespecifi¢ni 1 da se kasno pojavljuju. Naj€esc¢i simptomi su: nelagodnost u trbuhu,
povecanje opsega trbuha, bol, vaginalno krvarenje. Kasniji simptomi su opca slabost, anemija.

(Vrdoljak i sur., 2013)

Dijagnostika: ginekoloski pregled, ultrazvucni pregled, odredivanje koncentracije CA 125,
citoloSki nalaz abdominalnog ili pleuralnog izljeva. Lije¢i se kirurSkim zahvatom 1
kemoterapijom. Pracenje terapije vrsi se kontrolom tumorskog biljega CA 125. Pozitivan
odgovor na lijecenje je smanjenje biljega CA 125 ili CT-om videno smanjenje tumora. Tada
se nastavlja s primjenom istog protokola kemoterapije. U suprotnom se terapija mijenja.
(Vrdoljak i sur., 2013)

14



U3

Vaging Vagina
Stadij 1: Stadij 2:
Tumeor je ogranicen na jedan ili na oba jajnika. Tumor je u jednom ili oba jajnika, sa Sirenjem
u zdjelicu, ali bez Sirenja v abdomen.

Stadij3: - Stadij 4: e
Tumor se Sirl izvan zdjelice, Metastaze se Sire na pluca
u abdominalne organe i limfne &vorove u vratu

Slika 6. Cetiri stadija karcinoma jajnika (slike preuzete i prepravljene s www.kkh.com.sg)
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1.7.2. VAZNOST TUMORSKIH BILJEGA U RANOJ DIJAGNOSTICI
KARCINOMA JAINIKA

Tumorski biljeg izbora je CA125. Njegova osjetljivost je povezana sa stadijima bolesti ( 1 50-
70 %, 11 70-90 %,I11 i IV > 90 % ) i s histoloskim tipom (maksimalna osjetljivost je kod
seroznih karcinoma). (Molina i sur., 2011)

U dijagnostici karcinoma jajnika u ranom stadiju, kada CA 125 sam nije znacajan, doprinosi
HE4. Kao pojedinac¢an tumorski biljeg, HE4 ima vecu osjetljivost za detekciju karcinoma
jajnika, posebice stadija 1 bolesti, koji je bez simptoma. Kombinacija HE4 i CA 125 puno je
osjetljivija u dijagnostici EOC nego ijedan biljeg sam. Kombinacijom CA 125 i HE4 veca je
osjetljivost, 76,4 % , uz specificnost 95 % . (Roche Diagnostics, 2013a)

1.7.3. KARCINOM CERVIKSA

Treéi je uzrok smrti od karcinoma u zena (Molina i sur., 2011).

Pojavljuje se uglavnom u sredinama slabijega socijalno-ekonomskog statusa,te u mladoj
zivotnoj dobi (ne u razvijenim zemljama jer je u njima bolja dostupnost zdravstvene zastite).

Metoda koja se koristi za ranu detekciju je PAPA —test. (VVrdoljak i sur., 2013)

1.7.4. ENDOMETRIOZA

Endometrioza je prisutstvo tkiva endometrija na ektopiénim mjestima u zdjelici (izvan
zdjelice, tj maternice). Tkivo endometrija moze penetrirati u miometrij, jajnik, cerviks, vaginu
1 uterine tube. U ektopi¢nom tkivu endometrija zbivaju se iste promjene kao i u endometriju
maternice, kao §to je menstruacijsko krvarenje koje moze biti uzrok jake boli u zdjelici i
dismenoreje (bolnog menstrucijskog krvarenja). Ektopi¢no tkivo potrebno je kirurski
odstraniti. (Kujundzi¢ i sur., 2003)
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1.8. STATISTIKA

1.8.1. INTERKVARTILNI RASPON | GRANICNA VRIJEDNOST

Mjere rasapa podataka opisuju na koji su nacin podaci rasprSeni, odnosno koliko prosjecno
odstupaju od neke srednje vrijednosti. Mjere rasapa podataka su raspon, standardna
devijacija i koeficijent varijacije. Za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu, najcesce
mjere rasapa su raspon izmedu najvece i najmanje vrijednosti te interkvartilni raspon. Ukoliko
se raspodjela podataka podijeli na 4 jednaka dijela, takvi dijelovi nazivaju se kvartili.
Najcesce upotrebljavani su 1. i 3. kvartil koji tvore interkvartilni raspon. Interkvartilni raspon

daje informaciju o vecini podataka i zanemaruje ekstremne vrijednosti na krajevima krivulje.

Dijagnosticka to¢nost nekog dijagnostickog postupka ili pretrage daje nam odgovor na pitanje
koliko dobro taj test razlikuje neka dva stanja od interesa (npr. zdravlje i bolest). Ona se moze
izraziti mjerama dijagnosticke to¢nosti kao §to su osjetljivost i specificnost, povrsina ispod

krivulje ROC.

U idealnom slucaju, dijagnosti¢ki bi postupak bio onaj za kojega vrijedi da grani¢na
vrijednost (engl. cut- off) u potpunosti razgranicuje populaciju zdravih i bolesnih osoba te da
su vrijednosti iznad grani¢ne uvijek znak bolesti, dok snizene vrijednosti nalazimo iskljucivo
u zdravih. Vrijednosti iznad grani¢ne nisu uvijek znak bolesti, ve¢ 1 neki zdravi ispitanici
imaju poviSene vrijednosti koje onda nazivamo laZzno pozitivnim vrijednostima. SniZene
vrijednosti nalazimo preteZito u zdravih osoba, ali istovremeno 1 neki bolesnici mogu imati
snizene vrijednosti koje su zapravo lazno sniZene, tzv. lazno negativne. Dakle, grani¢na
vrijednost dijeli ispitivane populacije zdravih i bolesnih na ¢etiri podskupine. Stvarno i lazno

pozitivne pacijente te stvarno i lazno negativne pacijente. (Simundi¢, 2008)
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1.8.2. DIJAGNOSTICKA OSJETLJIVOST I SPECIFICNOST

Osjetljivost 1 specifiCnost se izrazavaju postotkom. Osjetljivost definira udio stvarno
pozitivnih bolesnika u ukupnoj skupini bolesnika (SP / SP + LN) . Dakle, osjetljivost je
vjerojatnost da ¢emo dobiti pozitivan rezultat nekog testa u bolesnika. Radi se o sposobnosti

pretrage da prepozna bolesnike.

Specificnost je udio zdravih ispitanika s negativnim rezultatom pretrage (tj. stvarno negativni)
U ukupnom broju zdravih ispitanika ( SN / SN + LP ). Dakle, specifi¢nost predstavlja
vjerojatnost da ¢emo u zdrave osobe dobiti negativan rezultat. Radi se o sposobnosti pretrage

da prepozna zdrave osobe. (Simundié¢, 2008)

3) b) 4
broj lazno broj broj
pretraga negativni pretraga pretraga
vrijednosti vrijednosti : =
u u bolesnih visoka specificnost, . niska specifiénost,
2draviju niska osjetljivost visoka osjetljivost
- referentni | | rezultat dijagnosticka rezultat dijagnosticka rezultat
interval lazno pretrage graniéna vrijednost  pretrage grani¢na vrijednost pretrage

negativni

Slika 7. Koncept preklapanja vrijednosti (preuzeto iz Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009)
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1.8.3. ROC KRIVULJA

Budu¢i da osjetljivost i1 specificnost nekog testa nisu konstantne mjere dijagnosticke to¢nosti
nego se mijenjaju s izborom granicne vrijednosti, za svaku pojedinu grani¢nu vrijednost
postoji par dijagnosticke osjetljivosti i1 specificnosti. NanoSenjem tih parova vrijednosti na

graf kojemu su osi: apscisa = 1 — specifi¢nost i ordinata = osjetljivost, nastaje krivulja ROC.

Po obliku krivulje ROC i povrsini ispod nje (AUC) mozemo procijeniti kolika je u¢inkovitost
pretrage,tj. njena dijagnosti¢ka to¢nost. Sto je krivulja blize gornjem lijevom kutu grafa, a
njena povrSina veca, to je dijagnosticka to¢nost ispitivane pretrage veca. PovrSina ispod
krivulje moZe zauzeti bilo koju vrijednost izmedu 0 1 1. Opcenito govore¢i mozemo reci da za
odnos povrsine ispod krivulje i dijagnosticke to¢nosti vrijedi kako je navedeno u tablici 6.
AUC je globalna mjera dijagnosticke to¢nosti. Ona nam ne govori nista o pojedinim mjerama
kao Sto su osjetljivost, specifi¢nost ve¢ nam sluzi za opéenitu procjenu i za medusobnu
usporedbu dvaju ili viSe dijagnostickih testova. Usporedbom povrSina ispod krivulja mozemo

procijeniti koji od neka dva testa je bolji u razlikovanju zdravlja i bolesti.

Usporedbu povrsina ispod krivulja ROC nije dozvoljeno temeljiti na vizualnoj procjeni, nego
nam u tu svrhu sluZe statisticki testovi kojima procjenjujemo znacajnost razlike izmedu dvije

AUC, uz prethodno izabranu granicu statisticke znacajnosti (P). (Simundi¢, 2008)

Tablica 4. Odnos povrsine ispod ROC krivulje i dijagnosti¢ke to¢nosti (preuzeto iz Simundi¢,
2008)

POVRSINA DIJAGNOSTICKA TOCNOST
09-1,0 izvrsna
0,8-0,9 vrlo dobra
0,7-0,8 dobra
0,6-0,7 dovoljna
0,5-0,6 losa
<05 nedovoljna
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2. OBRAZLOZENJE TEME



Cilj ovoga rada bio je ispitati dijagnosticku vrijednost novoga tumorskog biljega HE4 kod
bolesnica upuéenih na odredivanje CA125 u Klinic¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb. Zanima nas razlikuje li HE4 bolje nego CA125 zdrave od

bolesnih osoba.

Kako je CA125 jedan od tumorskih biljega s najve¢im brojem lazno pozitivnih rezultata te
mu je slaba dijagnosti¢ka to¢nost, istrazivani su i drugi TB. Jedini od istrazivanih znacajan je
bio HE4 pa smo i mi zeljeli ispitati 1 potvrditi je li njegova dijagnosticka osjetljivost i
specifi¢nost u skladu s literaturnim podacima te kakva je u odnosu na TB koji sada koristimo
u klini¢koj praksi, a to je CA125.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1.MATERIJALI:

Na automatiziranom sustavu reagensi se umjeravaju postupkom kalibracije, a preciznost i

to¢nost sustava provjerava se kontrolnim uzorcima u dvije razine (normalnoj i patoloskoj).

kalibrator = HE4 CalSet i CA125 Il CalSet, spremni za upotrebu
kontrolni uzorci za HE4: PreciControl HE4 1 - 2 bocice, u svakoj 1,0 ml kontrolnog seruma
PreciControl HE4 2 - 2 bocice, u svakoj 1,0 ml kontrolnog seruma
kontrolni uzorci za CA125: PreciControl Tumor Marker 1 — 2 bocice, u svakoj 3,0 ml
kontrolnoga seruma
PreciControl Tumor Marker 2 - 2 bocice, u svakoj 3,0 ml
kontrolnoga seruma
(PreciControl = liofilizirani kontrolni serum baziran na ljudskom serumu)
otopina za razrjedivanje (kod HE4) = Diluent MultiAssay
otopina za razrjedivanje (kod CA125) = Diluent Universal
analizator cobas e 601

reagensi (radne otopine)

Pakiranje reagensa obiljezeno je s HE4 ili s CA125, ovisno o biljegu koji se odreduje sadrzi:
M = streptavidinom prekrivene mikrocestice

R1 = anti HE4 At obiljezeno biotinom (monoklonalno At iz misa) i fosfatni pufer pH = 6,5

ili anti CA125 At obiljezeno biotinom (monoklonalno, iz misa) i fosfatni pufer pH=7,4

R2 = anti HE4 At obiljezeno rutenij kompleksom ( monoklonalno At iz misa) i fosfatni

pufer pH =7,4 ili anti CA125 At obiljeZeno rutenij kompleksom i fosfatni pufer pH=7,4

23



3.1.1. PREDANALITIKA: SKUPLJANJE UZORAKA | PRIPREMA

Za analizu se Kkoristio serum dobiven vadenjem krvi u standardne epruvete ili epruvete koje
sadrze gel separator (0odvaja stanice od seruma, serum je gore, a stanice ispod gela). Primarni
uzorak se stavlja na uredaj za predanaliticku obradu gdje se centifugira (30 min nakon
uzimanja krvi,10 min na 3500 okr/min (www.hkmb.hr)), odéepljuje, alikvotira 200 puL u novu
epruvetu na koju se lijepi crticni kod. Alikvoti se razvrstavaju na radna mjesta, ovisno o

zadanoj pretrazi.

Kontrole uzorke potrebno je otopiti u 5,0 mL destilirane ili deionizirane vode cija je
temperatura 15-25 °C. Zatim zacepiti i ostaviti stajati na sobnoj temperaturi najmanje 30
minuta uz povremeno mijeSanje. Prije odredivanja lagano promijeSati uzorak kruznim
okretajima nekoliko puta da se osigura homogenost uzorka. Inverzno, snazno mijesanje nije

dozvoljeno.

Kontrole se pustaju prije serije uzoraka. S kontrolnim serumima se postupa kao s uzorcima

pacijenata.

3.1.2. ANALITIKA:

Koncentracije tumorskih biljega CA125 i HE4 odredivane su ha imunokemijskom analizatoru
Cobas 6000cee (ECLIA, Roche Diagnostics). Svako slovo kratice cee oznacava dio
modularnog sustava analizatora. Prvo slovo, ¢ oznacava da se kolorimetrijski/turbidimetrijski
odreduju na ovom imunokemijskom analizatoru specifi¢ni proteini (albumin, imunoglobulini,
transferin, haptoglobin,...), drugo i tre¢e slovo e oznacava  metodu ECLIA ili
elektrokemiluminiscencija koja se Koristi za odredivanje tumorskih biljega te vitamina i

hormona.

3.1.3. STABILNOST ANALITA U UZORKU
CA125: 5 dana na temperaturi 2-8 °C ili 3 mjeseca na -20 °C (Roche Diagnostics, 2011).
HE4:48 sati na 2-8 °C, 5 sati na 15-25 °C ili 12 tjedana na -20 °C (Roche Diagnostics, 2013a).

Jednom otopljen zamrznuti uzorak viSe nije moguce zamrzavati.
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3.2. METODA:

Koristena metoda je ECLIA. Princip metode je sendvi¢ imunokemijska metoda. Ukupno

trajanje analize je 18 minuta.

Prva inkubacija: 20 uL CA125 ili 10 uL HE4 uzorka inkubira se s biotinom obiljezenim

monoklonalnim At specificnim za odredivani biljeg (CA125 ili HE4) i monoklonalnim CA
125 (HEA4)-specificnim At obiljezenim rutenijevim kompleksom. Oni tvore sendvi¢ At

(obiljezeno biotinom) - antigen (CA-125 ili HE4) - At (obiljeZzeno kompleksom rutenija).

Druga inkubacija: Nakon dodatka mikrocestica obiljezenih sa streptavidinom, kompleks se

veze za stacionarnu fazu streptavidinom Kkoji je vezan za biotin kojim je obiljezeno antitijelo.

Reakcijska smjesa se usise u mjernu komoru (cijev za mjerenje), gdje se mikrocestice vezu na
magnet, odnosno povrSinu elektrode. Nevezane supstance se onda uklone pomocu otopine
ProCell/ProCell M koja sadrzi TPA. Nakon primjene napona na elektrodu, nastaje
kemiluminiscentna reakcija izmedu TPA i Ru-kompleksa, koja dovodi do emisije svjetla,koju
mjeri fotomultiplikator. Nastala koli¢ina svjetla proporcionalna je koncentraciji analita u

uzorku.
kompleks rutenija: (Ru(bpy)s**) = Tris(2,2'bipiridil)rutenij(ll)kompleks

(Roche Diagnostics, 2013a).
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PRINCIP SENDVICA

PRVA IMUNOLOSKA REAKCITA

SERUM CONSTITUENTS
DEUGA REAKCITA
.-— .=
= -—

= o -

STREPTAVIDINOM
OBLOZENE
MIKROCESTICE

Slika 8. Princip metode (ECLIA) (slika preuzeta s www.hnlab.ir)
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POVRSINA

9y).& POBUBDENO

OSNOVNO FOTON STANJE

STANJE

Slika 9. Reakcija izmedu TPA i Ru-kompleksa (slika preuzeta s www.hnlab.ir)

TPA se na elektrodi oksidira (otpusta elektron) i stvara radikal TPA«* dok se Ru-kompleks (u
kojem je Ru u Ru?* obliku) oksidira do kationa (Ru**). TPA radikal i Ru-kation reagiraju pri
cemu se Ru-kompleks reducira i prelazi u pobudeno stanje. Ono je nestabilno pa dolazi do
emisije fotona na 620 nm i kompleks se vrac¢a u osnovno stanje. Reakcijski ciklus sada moze
ponovo poceti. TPA se trosi, stoga ga treba biti u suvisku. Ru-kompleks se konstantno

regenerira te moze proci kroz niz ciklusa, u kojima se stvara svjetlosni signal.

3.2.1. PRIMJENA METODE:

ECLIA se koristi na imunokemijskim analizatorima Elecsys i cobas e. Imunometoda je za
in vitro kvantitativno odredivanje HE4 i CA125 u humanom serumu i plazmi. Koristi se za
pracenje povratne ili uznapredovale bolesti u pacijenata s epitelnim karcinomom jajnika.
Tijekom pracenja bolesti, uz vrijednosti biljega treba pratiti i klini¢ku sliku. Vrijednosti
biljega u uzorcima pacijenata jako se mijenjaju ovisno o metodi koja se koristi. Ne mogu se

usporedivati vrijednosti uzoraka pacijenata koji su testirani razli¢itim metodama jer bi to
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dovelo do pogresnih interpretacija. Ako se tijekom praéenja terapije uvodi nova metoda

odredivanja , potrebno je vrijednosti biljega pratiti paralelno, s obje metode.

(Roche Diagnostics, 2013a)

3.2.2. MJERNA SLJEDIVOST:

Metoda odredivanja HE4 je standardizirana prema HE4 EIA testu od Fujerebio Dijagnostics
(metoda koja se prije koristila) (Roche Diagnostics, 2013a), a metoda odredivanja CA125
sljediva je do RIA testa od Fujerebio Dijagnostics. (Roche Diagnostics, 2011)

Analizator daje koncentraciju HE4 u svakom uzorku u pmol/L,a koncentraciju CA125 u
KIU/L.

3.2.3. INTERFERENCIJE:

Nema utjecaja ikterije do koncentracije bilirubina < 1130 pmol/L, hemolize ako je
koncentracija hemoglobina (< 0,621 mmol/L kod odredivanja HE4, a < 2 mmol/L za
odredivanje CA125) , lipemije ako je koncentracija lipida < 2 mmol/L te biotina ako je
koncentracija (< 205 nmol/L za HE4 i < 143 nmol/L za CA125). (Roche Diagnostics, 2013a)

Kriterij prihvatljivosti: Analiticar treba osigurati da KV% bude do 5% u seriji odredivanja, a

izmedu serija odredivanja < 10%. (Sturgeon, 2009)

3.2.4. MJERNO PODRUCJE ZA HE4:
15,0 — 1500 pmol/L
vrijednosti ispod piSu se kao < 15 pmol/L
vrijednosti iznad pisu se kao > 1500 pmol/L ( ili se razrijeduju 20 puta do 30 000 pmol/L )
grani¢na vrijednost : HE4 < 140 pmol/L

(Roche Diagnostics, 2013a)

28



3.2.5. MJERNO PODRUCJE ZA CA125:
0,600 — 5000 kIU/L
vrijednosti ispod pisu se kao < 0,600 kIU/L
vrijednosti iznad pisu se kao > 5000 kIU/L ( ili se razrjeduju 5 puta do 25 000 kIU/L)
grani¢na vrijednost: CA125 < 35 kIU/L

(Roche Diagnostics, 2011)
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. REZULTATI

Skupinu ispitanika Cinilo je 80 zena, starosti 21-85 godina, upucenih na odredivanje CA125 u

Klinic¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb.

Pacijenticama su odredivane koncentracije CA125 i HE4. Dobiveni podaci mogu slijediti
normalnu ili nenormalnu raspodjelu. Normalna raspodjela, koja se jo§ naziva i Gaussova
raspodjela, simetri¢na je te ima oblik zvona s ve¢inom podataka smjeStenom u sredini
krivulje. Kako podaci,koje smo mi dobili,ne slijede normalnu raspodjelu prikazali smo ih

interkvartilnim rasponom Kkoji je prikazan na slici 10 te medijanom.

Rezultati istrazivanja prikazani su u tablici 5 te su podijeljeni u 2 kategorije, pacijentice s

malignom bolesti te one s benignom boles¢u, $to je prikazano na slici 11.

U obradi naSih rezultata koristili smo krivulju ROC, a prikaz na krivulji ROC, slika 12,
definirali prema tablici 4.

O O~ O
oo o Bo O oo
o o g of—oHoo—of—o—ooodBEEooonooonSn  BEo—oofs-B-o0—oon
SR o oo B O oo

L L 1 1 L L
20 30 40 a0 G0 70 [=10] g0
godine

Slika 10. Box.Whisker graf - nenormalna raspodjela podataka — interkvartilni raspon

(slika preuzeta i preoblikovana iz statistickoga programa MedCalc v9.3.2.0
(omogucio:KZLD))
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Tablica 5. Rezultati

Red. God. CA125 HE4 Dijagnoza prema
br. (kIU/L)  (pmol/L) dijagnozi
1 66 64,05 334,7 Npl. cervics. FIGO I1IB 1
2 65 901,2 301,7 Npl. corporis uteri FIGO I1IC1 1
3 47 20,25 44,52 Dobroc¢udna novotvorina jajnika 0
4 79 17,69 131,1 Npl. mammae | 1
5 63 33,72 132,1 Carcinosarcoma uteri FIGO IB 1
6 61 65,29 144,6 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
7 74 31,36 178,4 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
8 60 14,72 66,52 Folikularna cista jajnika 0
9 55 17,86 54,33 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
10 55 219,9 7279 Vruéica sa zimicom 0
11 37 43,51 33,7 Dobroc¢udna novotvorina/Cista u podrucju 0
lijevog jajnika
12 65 703,9 261,1 Zlo¢udna novotvorina istmusa uterusa 1
13 32 163,3 109,5 Zlo¢udna novotvorina endocerviksa 1
14 33 25,49 57,81 Endometrioza 0
15 33 39,19 46,99 Cista jajnika 0
16 50 7,09 47,95 Zdrava Zena 0
17 80 10,23 50,26 Zlo¢udna novotvorina glavnog bronha 1
18 21 15,07 44,38 Dobroc¢udna novotvorina vezivnog i ostalih 0
mekih tkiva zdjelice
19 60 14,38 4475 Folikularna cista jajnika 0
20 80 187,3 137,8 Zlo¢udna novotvorina glavnog bronha 1
21 60 50,81 171,3 Dispneja 0
22 43 9,43 52,09 Cista jajnika 0
23 29 203 39,3 Endometrioza 0
24 80 3511 149,3 Zloc¢udna novotvorina glavnog bronha 1
25 64 47,49 113,1 Zlo¢udna novotvorina miometrija 1
26 72 52,47 121,8 Zloc¢udna novotvorina glavnog bronha 1
27 53 6383 135,9 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
28 84 561,1 191,6 Pleuralni izljev sa stanjima svrstanim 1

drugamo
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29 68 942,3 373,6 Kontrolni pregled nakon nespecificiranog 1
lijecenja zlo¢udne novotvorine
30 63 88,64 203 Dobroc¢udna novotvorina retroperitoneja 0
31 68 957,5 198,6 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
32 54 46,17 58,39 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
33 60 176,5 72,1 Ostale i nespecificirane bolesti jetre 0
34 75 37,9 235,5 Multipli mijelom 1
35 54 52,09 94,58 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
36 73 72,08 270,7 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
37 60 2906 >1500 Zloc¢udna novotvorina istmusa uterusa 1
38 58 40,85 64,3 Respiracijska insuficijenija, nespecificirana 0
39 65 130,2 100,6 Zlo¢udna novotvorina glavnog bronha 1
40 75 288,4 102,3 Akutni abdomen 0
41 55 117,9 54 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
42 69 3393 >1500 Zlo¢udna novotvorina bez specificiranog 1
sijela
43 79 115,2 217,4 Promatranje zbog sumnje na tuberkulozu 0
44 74 862,8 >1500 Terminalna bubrezna bolest/Zlo¢udna 1
novotvorina dojke/kreatinin 837umol/L
45 77 77 130,7 Zlo¢udna novotvorina ostalih i nedovoljno 1
definiranih probavnih organa
46 56 113,8 402,2 Zlo¢udna novotvorina egzocerviksa 1
47 59 712,6 397,5 Sekundarna zlocudna novotvorina pluca 1
48 62 500,5 1398 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
49 65 759,6 386,9 Zlo¢udna novotvorina istmusa uterusa 1
50 37 68,08 59,1 Folikularna cista jajnika 0
51 60 427,6 846,5 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
52 57 50,02 308 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
53 63 37,83 61,25 Zlo¢udna novotvorina bradavice 1 areole 1
54 57 54,41 49,33 Zlo¢udna novotvorina bradavice 1 areole 1
55 60 8277 1254 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
56 83 43,7 120,3 Akutni abdomen 0
57 43 38,94 69,79 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
58 29 229,6 38,77 Novotvorina nesigurne ili nepoznate 1
prirode posteljice
59 55 55,59 39,25 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
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60 52 >5000 1999 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
61 79 1856 542,1 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
62 69 74,22 57,19 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
63 56 60,48 49,73 Zlo¢udna novotvorina antruma pilorusa 1
64 51 49,54 207,7 Zlo¢udna novotvorina tijela guSterace 1
65 58 52,13 60,87 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
66 68 147,6 120,9 Zlo¢udna novotvorina Zeluca, 1
nespecificiranog
67 70 44,9 703,4 Zloc¢udna novotvorina cekuma 1
68 75 36,03 114,6 Dobroc¢udna novotvorina jajnika 0
69 36 118,3 414 Stecena atrofija jajnika i jajovoda 0
70 68 73,48 240,5 Sistemski poremecaji vezivnog tkiva 0
71 57 72,15 44,01 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
12 42 319,4 156,5 Zlo¢udna novotvorina jajnika 1
73 77 49,84 104,7 Zlo¢udna novotvorina zavr§nog debelog 1
crijeva
74 25 44,4 41,48 Endometrioza retrovaginalnog septuma i 0
vagine
75 66 22,48 55,31 Druga osteoporoza 0
76 58 62,75 11,2 Zloc¢udna novotvorina jajnika 1
77 66 22,48 55,31 Druga osteoporoza 0
78 85 22,41 188,3 Esencijalna hipertenzija 0
79 39 64,97 45,92 Submukozni lejomiom maternice 0
80 38 56,55 70,84 Endometrioza 0
NORMALNIH 15 44 28
PATOLOSKIH 65 36 52
80 80 80
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MALIGNA BOLEST : zlo¢udna novotvorina jajnika, uterusa, cerviksa, glavnog bronha,
bradavice

BENIGNA BOLEST : endometrioza, cista jajnika, dobro¢udna novotvorina

jajnika, lejomiom

Legenda: 0 = pacijentice s benignom bolesc¢u
1 = pacijentice s malignom bolesc¢u
rezultati obojeni crno = do granicne vrijednosti
rezultati obojeni crveno = iznad granicne vrijednosti
granicne vrijednosti: CAI25 < 35 kIU/L

HE4 < 140 pmol/L
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PACIJENTICE 5

. BENIGNOM BOLESCU

B PACIJENTICE § o
MALIGNOM BOLESCU

Slika 11. Podjela pacijentica u dvije skupine
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Slika 12. Usporedba krivulja ROC za CA125 i HE4

(slika preuzeta i preoblikovana iz statisti¢koga programa MedCalc v9.3.2.0

(omogucio:KZLD))
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4.2. RASPRAVA

Odredena je vrijednost biljega HE4 i CA125 u 80 bolesnica s medijanom dobi 60 godina
(21-85). Rezultati su obradeni u statistickom programu MedCalc v9.3.2.0 (omogué¢io:KZLD)
I prikazani Box .Whisker grafom. (Slika 11)

Graf nam pokazuje da podatci nisu normalno raspodijeljeni jer je najviSe pacijentica na 60
godina. Naime, svaki kvadrati¢ predstavlja jednu osobu. Program je izbacio Cetiri pacijentice
¢ija dob previse odskace od sredine. Zeleni kvadrat na grafu je interval pouzdanosti. On
oznatava 95%-tnu vjerojatnost da su pacijentice izmedu 53 i 69 godina. Osim
interkvartilnim rasponom, nenormalnu raspodjelu podataka mozemo prikazati i medijanom.
Medijan vrijednosti CA125 bio je 64,5 KIU/L (7,09-8277), dok je medijan vrijednosti HE4 bio
117,4 pmol/L (11,2-1999).

Cilj nam je bio procijeniti dijagnosti¢ku to¢nost pretrage HE4 odnosno koliko dobro HE4 i
CA125 razlikuju maligna od benignih ginekoloskih oboljenja. Bolesnice su podijeljene u
dvije skupine. Jednu su skupinu Cinile bolesnice S benignim oboljenjima kao S$to su
endometrioza, cista jajnika, dobro¢udna novotvorina jajnika, lejomiom i njih je bilo 28, a u
drugoj skupini su bile 52 bolesnice s malignim ginekoloskim oboljenjem poput zlo¢udne

novotvorine jajnika, uterusa, cerviksa i dojke. ( Slika 12)

Kako bi saznali razlikuje li HE4 bolje nego CA125 pacijentice s benignom boles¢u od
pacijentica s malignom bole$¢u, odredili smo koncentracije HE4 i CA125 u serumu. Prema
dobivenim koncentracijama CA125 (65 patoloskih) i HE4 (36 patoloskih) (navedene u
tablici 5) viSe je patoloSkih bilo kod CA125 §to upucuje na velik broj laZzno pozitivnih
vrijednosti CA125.

Kod zlo¢udnih bolesti ocekuju se povisene koncentracije 1 CA125 1 HE4, a kod dobro¢udnih
bolesti, vrijednosti ispod grani¢nih. Kako je CA125 slabe dijagnosticke osjetljivosti, ¢esto
nece biti poviSen kod karcinoma u stadiju 1 ili 2 dok ¢e HE4 tada biti poviSen i upucivat ¢e na
karcinom. Primjer su pacijentice pod rednim brojevima 5 i 7 koje imaju sarkom maternice u
stadiju 1 te zlo¢udnu novotvorinu jajnika, a koncentracije CA125 su ispod grani¢nih
vrijednosti.  Pacijentice pod rednim brojem 11, 15, 50, 68 imaju povisen CA125,a
dobro¢udnu bolest (cistu na jajniku). Kod endometrioze su povisene koncentracije CA125 u

serumu dok HE4 nije povisen u endometriozi. (pacijentice 23, 74, 80)
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Dijagnostic¢ka to¢nost izrazava se mjerama dijagnosticke to¢nosti. U obradi nasih rezultata, od
mjera dijagnosticke to¢nosti, koristili smo osjetljivost i specifi¢nost te povrSinu ispod krivulje
ROC. Krivulja ROC najbolja je za razlikovanje dvaju stanja. Po obliku krivulje ROC i
povrsini ispod nje AUC mozemo procijeniti kolika je uc¢inkovitost pretrage, odnosno kolika je
sposobnost testa da razlikuje zdrave od bolesnih. PovrSinu ispod krivulje ROC odredili smo

pomocu statisti¢kih testova kojima procjenjujemo znacajnost razlike izmedu dvije AUC.

Odredili smo dijagnosticku to¢nost prema tablici 4, prema kojoj je nasa dijagnosti¢ka to¢nost
dobra. U naSem slucaju, iako je povrsina ispod ROC krivulje za HE4 (AUC 0,790) veca od
povrsine ispod ROC krivulje za CA125 (AUC 0,739), razlika u AUC nije statisticki znacajna
(p=0,410) jer je p > 0,05. Statisticki znacajna razlika je kada je p <0,05.

Prema Parku i suradnicima, vrijednosti AUC za kombinaciju oba biljega nisu nista vise nego

vrijednosti AUC za svaki pojedini biomarker, a takav je rezultat i naSega istrazivanja.

Bandiera i suradnici dokazali su visoku specificnost HE4 u dijagnostici i razlikovanju
benignih od malignih bolesti,te da je HE4 manje povisen kod pacijentica s benignim cistama

ili endometriozom sto prikazuju i nasi rezultati.

Osjetljivost i specifiénost se mijenjaju s izborom grani¢ne vrijednosti pa za svaku pojedinu
grani¢nu vrijednost postoji par dijagnosticke osjetljivosti i1 specifi¢nosti. Kod grani¢ne
vrijednosti CA125 (35 kIU/L) dobivena je osjetljivost od 92% uz specifi¢nost 43%, dok je za
HE4 uz grani¢nu vrijednost od 140 pmol/L dobivena osjetljivost 53% 1 specificnost od 82%.
Dakle, na ispitivanoj populaciji je CA125 biljeg vece osjetljivosti, a HE4 biljeg vece

specificnosti.

Dok su Simmons i suradnici, dobili da je HE4 biljeg vece osjetljivosti od CA125 te da je

pomoc¢u HE4 lakse detektirati rani stadij karcinoma jajnika.

Ovo je istrazivanje pokazalo da je grani¢na vrijednost kod koje bi najbolje mogli razlikovati
zdrave od bolesnih ( u nasem slucaju bolesnice s benignom boles¢u od onih s malignom
boles¢u) odnosno ona grani¢na vrijednost kod koje nam je najbolja (optimalna) specifi¢nost i
osjetljivost, 44 KIU/L za CA125 pri kojoj nam je osjetljivost 86%, a specificnost 60%, a
idealna grani¢na vrijednost za HE4 je 120 pmol/L kada je osjetljivost 66%, a specifi¢nost
82%.
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5. ZAKLJUCAK



Vec¢ina TB ima nedovoljnu osjetljivost i1 specificnost §to onemogucava da se koriste u ranoj
detekciji karcinoma. Neki od njih se mogu koristiti za ranu dijagnozu kod visoko-rizi¢nih
skupina i u probiru. Do sada je CA125 bio naju¢inkovitiji biljeg u laboratorijskoj obradi

bolesnica s karcinoma jajnika, dok se nije otkrio novi biljeg, HE4.

Rezultati ovog ispitivanja ve¢inom su u skladu s aktualnim literaturnim podacima. lako je
AUC za HE4 ve¢i od CA125, pokazano je da to nije statisticki znacajno. Rezultati su
pokazali da bi trebali pomaknuti grani¢nu vrijednost CA125 sa 35 KIU/L na 44 KIU/L jer je
ona optimalna, a grani¢nu vrijednost HE4 sa 140 pmol/L na 120 pmol/L.

Buduc¢i da se na ispitivanoj populaciji CA125 pokazao biljegom veée osjetljivosti, a HE4 vece
specificnosti u dijagnostici ginekoloskih malignih bolesti, osobito karcinoma jajnika,
optimalna dijagnosti¢ka vrijednost postigla bi se istovremenim odredivanjem oba ispitivana
biljega. Kombinacija ova 2 biljega omogucuje preciznu dijagnozu u Zena s tvorevinama

unutar zdjelice, i raniju dijagnozu, kada je tumor u stadijima 1 ili 2.
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7. SAZETAK



Karcinom jajnika druga je najceSc¢a maligna bolest i vodeéi uzrok smrti od karcinoma u Zena.
Petogodisnje prezivljenje kod epitelnog karcinoma jajnika otkrivenog u FIGO stadiju | je
90%. Danas se <30% karcinoma jajnika dijagnosticira u FIGO stadiju | ili 1l. CA125, do
nedavno jedini tumorski biljeg u laboratorijskoj dijagnostici karcinoma jajnika, nedovoljne je
dijagnosticke specifi¢nosti i osjetljivosti. S ciljem poboljSanja dijagnostike karcinoma jajnika
ispitivano je nekoliko razli¢itih proteina. Obecavajucée rezultate dao je sekretorni glikoprotein

HE4 (eng. human epididymal protein 4).

Cilj ovog rada je ispitati dijagnosti¢ku vrijednost biljega HE4 kod bolesnica upucenih na
odredivanje CA125 u KBC Zagreb. Odredena je vrijednost biljega HE4 i CA125 u 80
bolesnica s medijanom dobi 60 godina  (21-85), elektrokemiluminiscentnom metodom na
analizatoru Cobas 6000cee (ECLIA, Roche Diagnostics). Rezultati su obradeni u statistickom

programu MedCalc v9.3.2.0 (omogucéio: KZLD).

Bolesnice su podijeljene u dvije skupine. Jednu su skupinu cinile bolesnice s benignim
oboljenjima (N=28): endometrioza, cista jajnika, dobro¢udna novotvorina jajnika, lejomiom,
a drugu bolesnice s malignim ginekoloSkim oboljenjem (N=52): zlocudna novotvorina
jajnika, uterusa, cerviksa i dojke. Medijan vrijednosti CA125 bio je 64,5 kIU/L (7,09-8277),
dok je medijan vrijednosti HE4 bio 117,4 pmol/L (11,2-1999).

lako je povrSina ispod ROC krivulje za HE4 (AUC 0,790) veca od povrsine ispod ROC
krivulje za CA125 (AUC 0,739), razlika u AUC nije statisticki znacajna (p=0,410). Kod
grani¢ne vrijednosti CA125 (35 kIU/L) dobivena je osjetljivost od 92% uz specificnost 43%,

dok je za HE4 uz grani¢nu vrijednost od 140 pmol/L dobivena osjetljivost 53% i specificnost
od 82%.

Rezultati ovog ispitivanja ve¢inom su u skladu s aktualnim literaturnim podacima. Buduéi da
se na ispitivanoj populaciji CA125 pokazao biljegom vece osjetljivosti, a HE4 vece
specificnosti u dijagnostici ginekoloSkih malignih bolesti, osobito karcinoma jajnika,
optimalna dijagnosti¢ka vrijednost postigla bi se istovremenim odredivanjem oba ispitivana

biljega.
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8. SUMMARY



Ovarian cancer is second most common malignancy and leading cause of cancer death in
women. Five-year survival in epithelial ovarian cancer detected in FIGO stage | is 90%.
Today, <30% ovarian cancer are diagnosed in FIGO stage | or 1l. CA125, recently the only
tumor marker in diagnostics of ovarian cancer, has insufficient diagnostic specificity and
sensitivity. Several different proteins are investigated to improve diagnostics of ovarian

cancer. Promising results gave secretory glycoprotein HE4.

The aim of this study was to examine the diagnostic value of HE4 in patients referred to KBC
Zagreb for determination of CA125. HE4 and CA125 markers were determined in 80 patients
with median age 60(21-85) by electrochemiluminescent method on Cobas 6000cee
(ECLIA,Roche Diagnostics). Results were analyzed using statistical program MedCalc
v9.3.2.0 (licensed:KZLD).

Patients were divided into two groups. Patients with benign diseases (n = 28): endometriosis,
ovarian cysts, benign ovarian neoplasm, leiomyoma, and patients with malignant
gynecological diseases (n = 52): malignant ovarian, uterus, cervix and breast neoplasm. The
median value CA125 was 64.5 KIU/L(7.09 to 8277), while the median value HE4 was 117.4
pmol/L (11.2 to 1999).

Although the area under the ROC curve for HE4(AUC 0.790) was larger than the area under
the ROC curve for CA125(AUC 0.739) the difference in AUCs was not statistically
significant (p = 0.410). The CA125 sensitivity of 92% and specificity of 43% was obtained by
cutt off 35 KIU/L while for HE4 sensitivity was 53% and specificity 82% by cutt off 140
pmol/L.

Results of this study are mostly consistent with the current literature data. Since, on studied
population, CA125 has been shown as a marker of greater sensitivity and HE4 greater
specificity in the diagnosis of gynecological malignancies, particularly ovarian cancer, the
optimal diagnostic value would be achieved by simultaneously determining both studied

markers.
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