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DIJAGNOSTICKI ZNACAJ HUMANOG KORIONSKOG GONADOTROPINA

ADMIR DILBEROVIC', ANA STANIC', MIRELA ZEC?3

KAO TUMORSKOG MARKERA

Cilj: Cilj ovog rada bio je odrediti pouzdanost metode za odredivanje koncentracije beta podjedinice humanog korionskog
gonadotropina (PhCG) i dijagnosticki znacaj PhCG u krvi kod pacijenata s karcinomom testisa.

Metode: Ispitivanje je ukljucilo 10 pacijenata muskog spola s potvrdenom dijagnozom karcinoma testisa i 10 pacijenata koji
nemaju dijagnozu kao kontrolnu skupinu. Vrijednosti izmjerenih koncentracija prikupljene su iz arhive te su potom interpretirane u
skladu s ostalom medicinskom dokumentacijom. Metoda istrazivanja bila je retrospektivna deskriptivna analiza. U svih ispitanika
koncentracija je izmjerena iz seruma koristeci imunokemijski analizator.

Rezultati: Provedena je verifikacija mjernog uredaja koristenjem komercijalnih seruma da se potvrdi pouzdanost metode za
analizu. Dokazana je tocnost, preciznost i ukupna greska metode koja zadovoljava nacionalne kriterije kontrole kvalitete i kriterije
proizvodaca. Pacijenti s dijagnozom karcinoma testisa pokazali su inicijalno povisene koncentracije phCG (>0,1 IU/L). Mjesec
dana nakon operativnog zahvata provedeno je kontrolno mjerenje, pri cemu su svi pacijenti biljezili smanjenje koncentracije fhCG
ispod donje granice osjetljivosti metode (<0,1 IU/L). Koncentracija fhCG kod svih pacijenata bez dijagnoze karcinoma testisa bila

Je ispod donje granice osjetljivosti metode.

Zakljucak: Verifikacija metode za odredivanje fhCG-a pokazala je zadovoljavajuce rezultate za primjenu u dijagnostici. Na
temelju dobivenih rezultata, fhCG se potvrdio kao pouzdan tumorski marker u dijagnostici i pracenju karcinoma testisa. Dobiveni
rezultati sugeriraju da je ova pretraga pogodna za uvodenje u probir svih pacijenata koji se javiljaju lijecniku s boli u testisima,
ali i za zdravu populaciju. Rana dijagnostika karcinoma testisa znacajno pridonosi povoljnijim rezultatima u lijecenju ove bolesti.

Kljucne rijeci: BhCG, KARCINOM TESTISA, TUMORSKI MARKER

UvOoD

Humani korionski gonadotropin
(hCQ) je glikoprotein koji se sastoji od
proteinske jezgre s razgranatim lancima
ugljikohidrata koji se u ve¢ini slucajeva
zavr$avaju sijalinskom kiselinom. Ovaj
hormon je heterodimer sastavljen od
dvije razlicite, nekovalentno vezane gli-
koproteinske podjedinice alfa i beta (1).
Hipofiza kod muskaraca i zena proizvodi
2-4 TU/L tog hormona, §to je na granici
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analiticke osjetljivosti veéine imunoke-
mijskih metoda (2).

lako se primarno koristi za potvrdu
trudnoce, veliki je znacaj odredivanja
ovog hormona kao tumorskog markera.
Tumorski markeri su molekule koje se
mogu pronaci u promijenjenim koncen-
tracijama u krvi, mokraéi ili tkivima
osoba s odredenim vrstama malignih tu-
mora. Zahvaljujuéi razvoju tehnologija,
danas je moguce odredivanje tumorskih
markera na svim razinama laboratorijske
dijagnostike, pri ¢emu se najcesce kori-
ste imunokemijske metode 1 metode mo-
lekularne dijagnostike.

Tumorski markeri koji su vazni za
dijagnostiku, prognozu i praéenje bole-
snika s karcinomom testisa su serumski
alfa-fetoprotein (AFP), beta podjedini-
ca humanog korionskog gonadotropina

(BhCG) 1 laktat dehidrogenaza (LDH).
Ti parametri se koriste za procjenu vo-
lumena karcinoma i prognozu bolesti.
Najcesce je povisen kod koriokarcinoma,
ali moze biti poviSen i kod seminoma i
neseminoma. AFP i BhCG su poviSeni
u otprilike 40-60% bolesnika s nesemi-
nomskim karcinomom testisa. LDH je
nespecificni marker karcinoma testisa.
Moze biti povisen u otprilike 80% se-
minomskih tumora testisa i u otprilike
60% neseminomskih karcinoma testisa.
Kod bolesnika s povisenim BhCG iznad
10.000 ITU/L prije ili nakon povratka bo-
lesti, preporucuje se napraviti magnet-
sku rezonancu mozga kako bi se isklju-
¢ile mozdane metastaze (3).

Uloga phCG-a, kao tumorskih mar-
kera u trofoblastnim neoplazmama i
karcinomima germinativnih stanica,
danas je od velike vaznosti. Poveéane
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koncentracije fhCG primijecene su i kod
melanoma, karcinoma dojke, gastroin-
testinalnih tumora i raka plu¢a. Manji
postotak povisenja takoder se javlja u
nekim benignim stanjima, poput ciroze
jetre, duodenalnog ulkusa itd. (1).

Karcinom testisa je najces¢i tumor
kod muskaraca u dobi od 20 do 40 godi-
na, ali ipak spada medu rjede tumore, s
ucestalos¢u od 2 do 2,5 na 100.000 mus-
karaca. Moze se podijeliti na dvije veli-
ke skupine malignih tumora: seminome
i neseminome. Ova podjela proizlazi iz
klinickih podataka koji su pokazali vi-
soku radiosenzitivnost seminoma, $to je
bitno pri planiranju lijeenja.

U ovom radu prikazat ¢emo zna-
¢aj odredivanja fhCG-a kao tumorskog
markera kod pacijenata s karcinomom
testisa. Odredivanje BhCG-a zajedno s
ostalim tumorskim markerima ima di-
jagnosticku, terapijsku i prognosticku
vrijednost, te se mjeri neposredno prije
pocetka, tijekom i nakon zavrsetka li-
jecenja (kirurSkog i kemoterapijskog).
Povisene vrijednosti AFP-a upucuju na
neseminomski karcinom testisa (embrio-
nalni karcinom i tumor Zumanjcaste vre-
¢e), dok BhCG i LDH mogu biti poviseni
i kod seminoma. Visoke vrijednosti tih
markera ukazuju na moguénost meta-
statske bolesti (4).

ISPITANICI I METODE

U istrazivanju su koriSteni podaci o
vrijednostima BhCG-a kod pacijenata s
potvrdenom dijagnozom karcinoma te-
stisa, koji su prikupljeni iz arhive Odjela
za laboratorijsku dijagnostiku Opce bol-
nice Dubrovnik. Povijest bolesti pacije-
nata s karcinomom testisa dobivena je od
Odjela za onkologiju radi razlikovanja
vrsta karcinoma. Istrazivanje je obuhva-
tilo 20 pacijenata Ciji su uzorci obradeni
tijekom perioda od osam godina. Kao
metoda istrazivanja koriStena je retros-
pektivna deskriptivna metoda.

Sve vrijednosti phCG-a dobivene su
koriStenjem imunokemijskog analizatora
Cobas e4l11 (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Njemacka). Analizator koristi
enzimoimunoloske testove temeljene na
heterogenim metodama s protutijelima
vezanim za stijenke epruveta. Elektro-

Tablica 1.

Koncentracije komercijalnih seruma odredene tijekom pet uzastopnih dana i preciznost metode

izrazena kroz koeficijent varijacije

Broj Datum PC U1 PC U2
1 22.07.2015. 5.36 41.71
2 22.07.2015. 5.24 40.68
3 22.07.2015. 4.86 38.89
1 23/07/2015 5.01 40.90
2 23/07/2015 4.86 40.56
3 23/07/2015 473 39.22
1 24.07.2015. 4.85 40.53
2 24.07.2015. 5.00 39.90
3 24.07.2015. 491 37.68
1 25.07.2015. 5.35 42.29
2 25.07.2015. 5.38 40.08
3 25.07.2015. 5.22 38.62
1 26.07.2015. 5.27 42.15
2 26.07.2015. 4.97 40.40
3 26.07.2015. 4.84 38.66
Sr (ponovljivost) 0.16 1.48
Sb (validacijska medupreciznost) 0.18 0.44
Sl (unutarlaboratorijska preciznost) 0.222 1.288
KV(S]) 4.40 3.21
KV(SI])-srednji 3.80

kemiluminescencija (ECLIA) je visoko
reaktivna metoda koja se pokazala izu-
zetno osjetljivom u odredivanju fhCG-a.
Sustav sadrzi anti-hCG antitijela vezana
za ¢vrstu fazu i monoklonska antitijela
obiljezena enzimom (5).

U kvantitativnim testovima za fhCG
obi¢no se koristi serum ili plazma kao
uzorak. Uzorci krvi se sakupljaju u od-
govarajuce epruvete bez antikoagulan-
sa, ostavljaju se oko pola sata na sobnoj
temperaturi, a zatim se centrifugiraju 10
minuta na 3500 okretaja kako bi se iz-
dvojio serum. Sve vrijednosti se odredu-
ju iz seruma cija je epruveta oznacena
barkodom. Kao i kod vec¢ine bioloskih
materijala, treba izbjegavati ponovno
zamrzavanje i odmrzavanje. Lipemicni,
hemolizirani ili ikteri¢ni uzorci seruma
se ne koriste za analizu (6, 7).

Svi podaci prikupljeni u ovom istra-
zivanju obradeni su standardnim meto-
dama statisticke obrade, koje ukljucuju
odredivanje srednje vrijednosti, standar-
dne devijacije (SD), koeficijenta varija-
cije, Levey-Jennings kontrolnih karata i
biasa.

REZULTATI

Kako bismo potvrdili pouzdanost
koristene metode, proveli smo verifika-
ciju testa BhCG na mjernom instrumentu
Cobas e4l11 tvrtke Roche u razdoblju od
22.VI1.2015. do 26.VIL.2015. Verifikacija
je provedena uz pomo¢ dva nivoa komer-
cijalnog kontrolnog seruma, precicontrol
universal 1 (PCU1) i precicontrol univer-
sal 2 (PCU2).

Kontrola je provedena u triplikatu
tijekom pet uzastopnih dana, Sto je re-
zultiralo zadovoljavaju¢im koeficijentom
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Iii:iiitzr.aczje komercijalnih seruma odredene tijekom pet uzastopnih dana i tocnost metode izrazena kroz ukupnu gresku
Datum LEVELL N wednow2 w3 oriedwost vijednost B9
22/07/2015 mjerenje 1 5.36 5.24 4.86 5.15 5.49 -7.89
23/07/2015 mjerenje 2 5.01 4.86 473 4.87
24/07/2015 mjerenje 3 4.85 5.00 491 4.92
25/07/2015 mjerenje 4 5.35 5.38 5.22 5.32
26/07/2015 mjerenje 5 5.27 4.97 4.84 5.03
7.89
Datum LBVELS  UOUTNL wedmow2  uefednow3 vijedwost vrjednoxt B
22/07/2015 mjerenje 1 41.71 40.68 38.89 40.43 42.8 -6.19
23/07/2015 mjerenje 2 40.90 40.56 39.22 40.23
24/07/2015 mjerenje 3 40.53 39.90 37.68 39.37
25/07/2015 mjerenje 4 42.29 40.08 38.62 40.33
26/07/2015 mjerenje 5 42.15 40.40 38.66 40.40
6.19
BIAS srednji 7.04

varijacije (KV) za precicontrol univer-
sal 1 (KV PCUI1 = 4,40%) i precicontrol
universal 2 (KV PCU2 = 3,21%). Srednji
koeficijent varijacije iznosio je 3,8%, §to
ukazuje na zadovoljavaju¢u preciznost
testirane metode. Postupak verifikacije
testa, odnosno ponovljivost i preciznost
metode prikazan je u Tablici 1.

Odstupanje od vrijednosti komerci-

jalnih seruma iznosilo je 7,89% za PCU
116,19% za PCU 2, dok je ukupno od-
stupanje iznosilo 7,04%. Ukupna greska
ispitivane metode iznosila je 14,5% Sto
zadovoljava nacionalne kriterije kontrole
kvalitete. Kriterij nacionalnog programa
vanjske kontrole kvalitete (CROQALM)
za BhCG iznosi 20%. To ukazuje na za-
dovoljavajucu to¢nost ispitivane metode,
Sto je prikazano u Tablici 2.
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Slika 1.

Levey-Jenningsova kontrolna karta za precicontrol 1
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To€nost metode odredivanja prika-
zana je na dvije Levey-Jenningsove kon-
trolne karte, koje su prikazane na Slici 1
i Slici 2.

U ovom istrazivanju analizirane
su vrijednosti BhCG kod 10 muskaraca
koji nemaju dijagnozu karcinoma testisa
i kod 10 muskaraca s potvrdenom dija-
gnozom karcinoma testisa. Svi pacijenti
koji nemaju dijagnozu karcinoma testisa
pokazali su vrijednosti BhCG <0,1 TU/L,
§to je ispod donje granice osjetljivosti
metode. Raspon dobnih skupina u istra-
zivanju bio je od 18 do 58 godina.

Pacijenti s dijagnozom karcinoma
testisa bolovali su od neseminomskog
oblika, koji je karakteriziran povisenim
vrijednostima BhCG (>0,1 TU/L). Svi pa-
cijenti su inicijalno pokazivali povisene
vrijednosti phCG, a nakon operativnog
zahvata izvrSena je kontrolna analiza
mjerenja fhCG-a mjesec dana kasnije.
Rezultati tih mjerenja prikazani su u Ta-
blici 3.

RASPRAVA

Tumorski markeri su raznoliki spo-
jevi koji se pojacano proizvode u stani-
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Slika 2.

Levey-Jenningsova kontrolna karta za precicontrol 2

cama karcinoma, ukljucujuéi proteine,
hormone, enzime, stani¢ne receptore i
druge stani¢ne produkte.

U pocetnim stadijima bolesti, karci-
nomi obi¢no ne uzrokuju simptome kod
pacijenta. Medutim, imunoloski sustav
vrlo rano prepoznaje abnormalne stani-
ce karcinoma i zapocinje borbu protiv
njih. Tijekom razvoja karcinoma luce se
tumorski markeri ¢ija koncentracija u
krvi, urinu i tkivu raste, kod pacijenata
s odredenim vrstama karcinoma. Mogu
biti proizvodi samog karcinoma ili od-
govor imunoloskog sustava na nekontro-
liranu podjelu stanica. Mjerenje tumor-
skih markera, u kombinaciji s drugim
dijagnostickim metodama, koristi se za

Tablica 3.

prevenciju, dijagnosticiranje odredenih
vrsta karcinoma, odabir odgovarajuce
terapije, odredivanje prognoze bolesti
te pracenje tijeka ozdravljenja i uspjeha
terapije nakon kirurSkog zahvata, radio-
terapije ili kemoterapije. Medutim, mje-
renje koncentracije tumorskih markera
samo po sebi nije dovoljno za postavlja-
nje dijagnoze karcinoma jer se povise-
ne vrijednosti mogu javiti i kod osoba
s odredenim benignim stanjima. Stoga
koristenje tumorskih markera za dija-
gnostiku zahtijeva kombinaciju s drugim
dijagnostickim metodama kako bi se po-
stigla to¢nija i pouzdanija dijagnoza (3).

Humani korionski gonadotropin je
heterodimer, $to znaci da se sastoji od

Vrijednosti phCG kod pacijenata s karcinomom testisa prije i nakon provedenog lijecenja

Druga vrijednost BhCG nakon

Pacijenti Prva vrijednost BhCG (IU/L) provedenog lijecenja (IU/L)
1 2497,00 <0,1
2 2015590 <0,1
3 989,30 <0,1
4 50,46 <0,1
5 4,89 <0,1
6 14,51 <0,1
7 2,36 <0,1
8 43,21 <0,1
9 10,54 <0,1
10 67,28 <0,1

dvije razlicite, nekovalentno vezane gli-
koproteinske podjedinice - alfa i beta
podjedinice. U ovom istrazivanju, fokus
je bio na odredivanju koncentracije beta
podjedinice humanog korionskog go-
nadotropina, jer je ona specifiéna za taj
hormon (1).

BhCG ima dijagnosticku, terapij-
sku i prognosticku ulogu kao tumorski
marker kod karcinoma testisa. Njegova
koncentracija se odreduje prije pocetka
lijecenja, tijekom terapije i nakon zavr-
Setka lijeCenja, kako kirurskog tako i ke-
moterapijskog. Najcesce se povisene vri-
jednosti primjeéuju kod koriokarcinoma,
ali mogu biti povisene i kod seminoma i
neseminoma. Visoke vrijednosti phCG-a
mogu biti povezane s razvojem gineko-
mastije. PoviSene vrijednosti BhCG-a
opazene su kod otprilike 40-60% bole-
snika s neseminomskim karcinomom
testisa (3).

U ovom istrazivanju analizirane su
vrijednosti BhCG-a kod 10 muskaraca
s potvrdenom dijagnozom karcinoma
testisa 1 kod 10 muskaraca koji nemaju
dijagnozu karcinoma testisa. Pacijenti
koji nemaju dijagnozu karcinoma testisa
su pokazali negativne vrijednosti BhCG
(<0,1 TU/L), sto je ocekivano, jer je taj tu-
morski marker obi¢no povisen samo kod
osoba s karcinomom testisa.

Prikazani su rezultati za 10 pacije-
nata s neseminomskim tipom karcinoma
testisa, koji su svi imali povisene inici-
jalne vrijednosti BhCG-a. Neseminom-
ski karcinomi obi¢no dovode do poveca-
nja BhCG-a i smatraju se agresivnijim od
seminoma. U veéini slucajeva, nesemi-
nomski karcinomi se lijeCe operativnim
zahvatom u kombinaciji s kemoterapi-
jom, a stopa izljeCenja je obi¢no visoka.
Nakon postavljanja dijagnoze, svi paci-
jenti su podvrgnuti operativnom zahvatu
u skladu s preporukama dobre klinicke
prakse udruge urologa. Uklonjeni su re-
troperitonealni limfni ¢vorovi koji su bili
zahvaceni tumorskim stanicama. Nakon
mjesec dana, kontrolno mjerenje BhCG-a
pokazalo je vrijednosti ispod donje gra-
nice osjetljivosti metode. To ukazuje na
uspjesnost provedenog zahvata i smanje-
nje BhCG-a ispod razine detekcije.
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ZAKLJUCAK

Verifikacija metode za odredivanje
koncentracije phCG pokazala je zado-
voljavaju¢e rezultate za primjenu ove
pretrage u dijagnostici karcinoma testi-
sa. Na temelju provedenih istrazivanja i
dobivenih rezultata, BhCG se potvrdio
kao pouzdan tumorski marker u dija-
gnostici i pracenju karcinoma testisa.
Dobiveni rezultati sugeriraju da je ova
pretraga pogodna za uvodenje u probir
svih pacijenata koji se javljaju lije¢niku
s bolom u testisima, ali i za zdravu po-
pulaciju. Karcinomi testisa imaju visok
postotak izljecenja, a rana dijagnostika
znacajno pridonosi jo§ povoljnijim rezul-
tatima u lijeenju ove bolesti. Kao glavni
nedostatak ovog istrazivanja, potrebno
je navesti relativno mali broj pacijenata.
Karcinomi testisa spadaju u rijetke tu-
more, pa bi za proSirenje ovog istraziva-
nja trebalo ukljuciti populaciju Republi-
ke Hrvatske i skupljati podatke tijekom
duljeg vremenskog razdoblja, ¢ak i ne-
koliko desetljec¢a. Povecanje broja ispita-
nika poboljsalo bi pouzdanost rezultata i
omogucilo bolje razumijevanje varijacija
izmedu seminomskog i neseminomskog
tipa karcinoma testisa.
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Summary
DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE OF HUMAN CHORIONIC GONADOTROPIN AS A TUMOR MARKER

Admir Dilberovi¢, Ana Stanié¢, Mirela Zec

Aim: The aim of this study was to determine the reliability of the method for measuring the concentration of the beta subunit
of human chorionic gonadotropin (BhCG) and the diagnostic significance of fhCG in the blood of patients with testicular cancer.

Methods: The study included 10 male patients with a confirmed diagnosis of testicular cancer and 10 patients without a dia-
gnosis of testicular cancer who served as the control group. The measured concentration values were collected from the archive,
and the research method used was a retrospective descriptive analysis. Concentrations were measured from serum using the immu-
nochemical analyser.

Results: Verification of the measurement device was conducted using commercial serums to confirm the reliability of the analysis
method. The accuracy, precision, and overall error of the method were demonstrated, meeting national quality control criteria and
manufacturer specifications. Patients diagnosed with testicular cancer initially had elevated concentrations of fhCG (>0,1 IU/L).
One month after the surgical intervention, a follow-up measurement was conducted, during which all patients recorded a decrease
in PhCG concentrations below the lower limit of the method s sensitivity (<0.1 IU/L). The concentration of PhCG in all patients
without a diagnosis of testicular cancer remained below the lower limit of the method s sensitivity.

Conclusion: Verification of the method for determining fhCG showed satisfactory results for its application in diagnostics.
Based on the conducted research and obtained results, PhCG has been confirmed as a reliable tumour marker in the diagnosis and
monitoring of testicular cancer. These findings suggest that this test is suitable for implementing screening in all patients presenting
with testicular pain, as well as in the healthy population. Early diagnosis of testicular cancer significantly contributes to even more
favourable treatment outcomes for this disease.
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