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Parathénie

Studimi i paragitur ofron pérdorimin e metodés té imunofluoreshencés né pllaké
nitrocelulozé, pér pércaktimin e markuesve tumoralé, CEA dhe AFP né praktikén
laboratorike té laboratoréve té vegjel dhe t€ mesém. Né té njéjtén kohé, kjo metodé risi
mund té pérdoret pér matje té shpejta dhe depistuese té disa markuesve té tjeré tumoralé,
disa hormoneve dhe mjaft metabolitéve. Krahas késaj, né punim éshté studiuar
pércaktimi i markuesve tumoralé CEA, AFP dhe CA 19-9, né patologjité malinje té
mélgisé. Pércaktimi i markuesve té larté pérmendur éshté shogéruar me pércaktimin e
enzimave bazé, qé tregojné démtimin hepatik. Enzimat e pérzgjedhura jané ALT, AST,
GGT dhe ALP. Kéto pércaktime, si¢ rezultuan edhe né punim, kané vlera té médha pér
diagnostikimin, monitorimin dhe prognozén e patologjive malinje t& mélcisé. Pérdorimi i
metodés sé imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé, éshté metodé e sakté, e shpejté
dhe ekonomike. Kjo metodé&, né punim, éshté krahasuar me metodén klasike ELISA,
tashmé e provuar nga pérvoja dhe ka rezultuar e njé vlefshme me té. Pér metodén e re, té
studiuar né pérputhje me rekomandimet e IFCC, jané pércaktuar intervalet e vlerave
normale, né kushtet e laboratoreve tona. Sé fundi, gjaté pércaktimit té markuesve
tumoralé né patologjité malinje té mélcisé, jané pércaktuar edhe mikroelementé si zinku
(Zn) dhe bakri (Cu), té cilét ndryshojné vlerat e tyre né kéto patologji. Pércaktimet e
kétyre elementéve jané béré me metoden End- Point, e cila &shté e thjeshté, ekonomike
dhe nuk kérkon pérdorimin e absorbentit atomik, si dhe mund té pércaktohet né ¢do
laborator. Rezultatet e kétij studimi ju shérbejné té gjithé specialistéve té laboratoreve
mjeksore, mjekéve té familjes, si dhe specialistéve onkologg, té cilét merren me trajtimin
e kétyre patologjive malinje.
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Abstrakt

Pércaktimi i markuesve tumoralé me metoden e imunofluoreshencés né pllaké
nitrocelulozé. Vlera e markuesve tumoralé CEA, CA 19-9 dhe AFP né patologjité
malinje té mélcise.

Fillimisht né kété punim, éshté studiuar pércaktimi i CEA dhe AFP, me metodén e
imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé. Kjo metodé éshté njé risi né praktikén e
laboratoreve mjeksore. Metoda e studiuar ka njé korelacion shumé t& miré me metodén
klasike ELISA dhe me metodat e tjera analitike, qé& pérdoren pér matjen e kétyre
markuesve, (r>0.9). Intervalet e vlerave normale pér CEA dhe AFP té matura me kété
metodé, né kushtet e laboratoreve tona, jané shumé té pérafért me ato té metodave té tjera
apo té cituara né literaturé. Midis kétyre intervaleve normale, nuk ka asnjé ndryshim
statistikisht sinjifikativ (p>0.05). Metoda e imunofluoreshencés, né pllaké acetat celulozé,
éshté e shpejté, e sakté dhe ekonomike. Kjo metodé nuk ka nevoje, pér ndértimin e
lakores sé kalibrimit, pasi kjo ndodhet e gatshme me cipin parametrik (chip), gé shogéron
kitin analitik. Né 100 pacienté me patologji malinje t& mélcisé, vlerat e CEA, CA 19-9
dhe AFP ishin té larta duke paraqgitur ndryshime statistikisht sinjifikative, né raport me
intervalet e vlerave normale, (p<0.05). Tek kéta pacienté funksioni hepatik ishte i
démtuar. Kjo vértetohej nga rritja e aktivitetit té enzimave hepatike, ALT, AST, GGT dhe
ALP. Kjo rritje &shté statistikisht sinjifikative né krahasim me intervalet e tyre té vlerave
normale (p<0.05). Pérgéndrimi i mikroelementit bakér Cu, né kéta pacienté éshté i larté
ndérsa pérgéndrimi i mikroelementit zink Zn éshté i ulét, (p<0.05). Pércaktimi i
pérgéndrimit né serumin e gjakut té markuesve tumoralé CEA, CA 19-9 dhe AFP né
patologjité malinje té meélcisé ka vleré mjeksore. Kéto pércaktime ndihmojné pér
diagnostikimin, monitorimin dhe prognozén e kétyre patologjive.

Fjalé kyce:  Imunofluoreshencé né pllaké nitrocelulozé, CEA, CA 19-9, AFP, ALT,
AST, GGT, ALP. Bakér (kupremi) Cu, Zink (zinkemi) Zn.



Abstract

Determination of tumor marker through imunofluoreshence method in
nitrocellulose plaque. The value of the CEA tumor marker CA 19-9 and AFP in
malignant liver pathologies.

In this paper, initially it is studied the determination of CEA and AFP through
imunofluoreshence method in nitrocellulose plaque. This method is an innovation in
medical laboratories practice. The studied method has e very good correlation with
classical method ELISA and other analytical methods which are used to determine these
markers (r=0.09). The intervals of normal values of CEA and AFP, measured through
this method, in our laboratories conditions, are very approximate compared to the values
of other methods or those described in literature. There is no significant change between
these normal intervals, (p>0.05). Imunofluoreshence method, in acetate cellulose plaque,
is fast, accurate and economical. There is no need to design the caliber curve for this
method because it is ready in parametric chip which accompanies analytical kit. The
values of CEA, CA 19-9 and AFP were high in 100 patients with malignant liver
pathology, presenting statistically significant changes compared with normal values
intervals, (p<0.05). The hepatic function in these patients was damaged. This was
corroborated by increased activity of liver enzymes, ALT, AST, GGT and ALP. This
increase is statistically significant compared with their intervals of normal values
(p<0.05). Copper (Cu) microelement concentration in these patients is high and the
concentration of zinc (Zn) microelement is low (p <0.05 level). Determination of
concentration in blood serum of CEA tumor marker, CA 19-9 and AFP in malignant liver
pathologies has medicinal value. These provisions help for diagnosis, monitoring and
prognosis of these pathologies.

Key words:  Immunofluorescence in nitrocellulose plaque, CEA, CA 19-9, AFP,
ALT, AST, GGT, ALP. Copper Cu, Zinc Zn.



I. HYRJE

Sémundjet kanceroze ose si emérohen ndryshe tumore malinje apo neoplazma, pérbéjné
njé nga problemet madhore té mjeksisé sé sotme. Tumoret malinjé jané invazive,
shkatérrues pér indet dhe organet dhe shogérohen me njé prognozé té keqge dhe shkallé té
larté mortaliteti. Diferenca madhore midis gelizave normale dhe gelizave tumorale ka té
béjné me faktin qé gelizat tumorale rriten né ményré té pakontrolluar dhe abnormale.
Kéto transformime malinje (neoplastike) shogérohen me alterime té gjeneve. Kéto
alterime té gjeneve ndikojné né prodhimin e enzimave, hormoneve, receptoréve,
proteinave dhe metabolikéve gé ndodhen né sintezen garkulluese té gjakut. Né qofté se
kéto substanca té alteruara mund té maten, ato do té shérbejné si njé ndihmé pér
diagnozén dhe karakteristikat e sémundjes malinje. Né té njejtén kohé kéto pércaktime
mund té pérdoren pér té gjykuar né ecurin (monitorimin) e patologjive malinje dhe
efikasitetin e mjekimit. Pérmbajtja e DNA né gelizat tumorale mund té egzaminohet pér
mutacione. Vleré ka pércaktimi i supresoréve té geneve, té cilét parandalojné formimin e
tumoreve. Prania e substancave onkogjene, té cilat ndikojné né rritjen e gelizave tumorale
éshté njé ndihmesé e madhe pér dignostikimin, monitorimin dhe gjykimin mbi
efikasitetin e mjekimit. Ké&to substanca onkogjene emértohen me termin markues
tumoral. Njé markues tumoral éshté ideal ngs ai plotéson karakteristikat e méposhtme;

- Eshté specifik pér patologjiné tumorale,
- Eshté i ndjeshém pér patologjiné tumorale,
- Sasité e prodhuara té markuesit tumoral korelojné me madhésiné e tumorit,

- Metoda analitike, pér pércaktimin e kétij markuesi tumoral, éshté e thjeshté pér tu
realizuar, ka ndjeshméri té larté dhe pér pérgéndrime té ulta té markuesit tumoral
éshté ekonomike,

- Teknologjia matése éshté e thjeshté dhe e realizueshme né laboratorét mjeksor,

- Gjysém jeta e markuesit tumoral éshté e shkurtér.
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QELLIMI I PUNIMIT

Duke marré shkas nga réndésia qé kané markuesit tumoral né diagnozé, monitorim dhe
prognozé, pér sémundjet tumorale menduam té ndérmarrim kété punim. Synimet e kétij
punimi jané:

1.

Té studiohet, né kushtet e laboratoreve tona, pércaktimi imarkuesve tumoral CEA
dhe AFP me metodén e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé.

Kjo metodé u pérzgjodh si metodé e re. Metoda éshté e shpejté, e sakté dhe
ekonomike. Ajo mund té pérdoret dhe né laboratorét e vegjél.

Té krahasohet metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé me metodén
klasike ELISA, pér té gjykuar mbi korelacionet midis tyre.

Té verifikohen intervalet e vlerave normale té markuesve tumoral CEA, AFP dhe
CA 19-9 né kushtet e laboratoreve tona.

Té studiohet ecuria e markuesve tumoralé CEA, CA 19-9 dhe AFP, né patologjité
malinje té mélcisé.

Té studiohet niveli i enzimave hepatike ALT, AST, GGT dhe ALP, né patologjité
malinje té mélcisé.

11



KAPITULLI | PARE

1. MARKUESIT TUMORALE NE BIOKIMIN KLINIKE DHE ONKOLOGJI

1.1 Pérkufizimi i markuesve tumoralé

Markuesit tumoralé jané gjene té cilét prodhohen né pérgéndrime té ulta nga indet
normale té organizmit. Struktura e tyre éshté biokimike. Né gofté se kéto bashkédyzime
kimike, rrisin pérgéndrimin e tyre né Iéngjet (biokimike) biologjike ngs njé organ apo ind
ka njé patologji tumorale, atéhere kéta bashkédyzime do té luajné rolin e markuesve
tumoralé. Markuesi tumoralé do té jeté i besueshém pér diagnozé klinike kur ka njé
korrelacion midis rritjes sé pérgéndrimit té tij dhe zhvillimit té patologjisé malinje.
Markuesi tumoral prodhohet nga njé tumor dhe arrin pérgéndrime té larta né Iéngjet
biologjike, sidomos né gjak. Njé ind normal nuk mund ta prodhojé markuesin tumoral né
kéto pérgéndrime. Pikérisht kétu géndron thelbi i diferencimit té& tumorit nga indi normal
me ané té matjes sé pérgéndrimit té markuesit tumoralé né gjakun e pacientit. Disa
markues tumoralé jané specific pér njé tip té vecanté kanceri. Té tjeré markues tumoralé
rrisin pérgéndrimet e tyre né tipe té ndryshme patologjishé kanceroze.

1.2 Pércaktimi i njé markuesi tumoral ideal

Njé markues tumoral pérdoret né onkologji pér té diagnostikuar pranin e njé patologjie
malinje, si dhe pér té monitoruar ecuriné e saj. Markuesi tumoral, gé té jeté i vlefshém né
praktikén mjeksore onkologjike duhet té plotésojé kéto kritere:

— Té jeté lehtésisht i matshém né léngjet biologjike me metoda analitike lehtésisht té
realizueshme.

— Té jeté specifik pér tumorin gé duhet té diagnostikohet.

— Té keté njé lidhje korelative midis pérgéndrimit té markuesit tumoral né Iéngun
biologjik dhe aktivitet té indit tumoral.

— Pérgéndrimi plazmatik i markuesit tumoral duhet té keté lidhje korelative me
masén anatomike té tumorit. Né rast se markuesi tumoral éshté i pranishém né
plazmén e njerézve té shéndoshé, pérgéndrimi i tij duhet té jeté shumé mé i ulét
sesa pérgéndrimet e tij né plazmén e gjakut té pacientéve me patologji malinje.

12



1.3 Vlera klinike e markuesve tumoralé né praktikén mjeksore

Né praktikén mjeksore markuesit tumoralé, pérdoren pér géllime té méposhtme:
— Depistimi i popullsisé.

— Diagnoza diferenciale tek pacientét qé paragesin anamnezé té dyshimté pér
sémundjet tumorale.

— Kilasifikimi klinik i tumoreve malinjé.
— Vlerésimi i prognozés gjaté monitorimit té ecurisé sé sémundjes.

— Vlerésimi i efikasitetit t¢ mjekimit kirurgjikal, radioterapisé, kemioterapisé apo
kombinimit té tyre.

— Pércaktimi i recidinés té tumorit malinjé.

1.4 Klasifikimi i markuesve tumoralé

Klasifikimi i markuesve tumoral bazohet né kéto parime:
— Struktura biokimike.
— Funksioni i markuesit tumoral.
— Kombinimi i strukturés biokimike dhe funksionit té markuesit tumoral.
— Zbulimi i markuesve onkofetalé.
Né raport me strukturén biokimike markuesit tumoral klasifikohen né:
a) Proteina onkofetale
b) Antigene té asociuar tumoral.
c) Hormone.
d) Receptoré hormonalé.
e) Enzima.
f) Citokina.
g) Onkogjene.

h) Antigjené me origjiné nga karbohidratet.

13



i) Derivate té aminosaharideve.

Njé klasifikim tjetér i markuesve tumoral lidhet me kriteret anatomike-topografike té
organizmit. Sipas kétij klasifikimi markuesit tumoralé ndahen né:

— Markues nuklearg, té lidhur me bérthamat gelizore.

— Markues citoplazmatiké (enzima, poliomona, antigjené onkofetalg).
— Markues té membranés gelizore gliko-proteina, fibronektarina).

— Markues garkullues né Iéngjet biologjike.

Né praktikén mjeksore té pérditshme, vlerat mé té médha i kané markuesit tumoralg, gé
maten né plazmén e gjakut. Né lidhje me kéto markues tumoralé shumé autoré jané té
mendimit pér njé klasifikim té vecanté. Sipas kétij klasifikimi markuesit tumoralé té
pranishém né gjak mund té specifikohen:

a) Markues tumoralé me specificitet té larté pér organin (tireoglobulina, antigeni
prostatik specifik, gonadotropina karionike).

b) Markues tumoralé me specificitet té larté pér gelizén (kalcitonina, serotonina dhe
metabolitet e saj).

c) Markues tumoralé té lidhur me tipa biologjiké té vecanté (antigeni
karcioembrional, mucinat).

Klasifikimi mé i pérdorshém i markuesve tumoralé é&shté ai i lidhur me strukturén
biokimike té tyre. Sipas kétij klasifikimi markuesit tumoralé ndahen né:

a) Proteina onkofetale.
Né proteinat onkofetale béjné pjesé kéta markues tumoralé:
— Antigeni karcinoembrionar (CEA).
— Alfafetoproteina (AFP).
— Gonadotropina korionike (HCG).
— SCC (Scuamous cell carcinoma) antigen.
b) Mucinoglikoproteinat (antigjene me derivacion nga karbohidratat).
— CA-125.
- CA-19.9.
¢) Enzima.
— Fosfotaza acide prostatike (PAP)

— Antigeni specific prostatic (PSA).
14



— Fosfotaza alkaline (ALP).
— Laktat dehidrogjenaza (LDH).
— 5’-Nukliotidoza.
d) Hormone.
- ACTH.
— Estrogjené té gjénrdrave té quméshtit dhe receptoré té progresteronit.
e) Proteina té membranés gelizore.
- B-2- mikroglobulina.

f) Markues gelizoré.

1.5 Markuesit tumoralé té patologjive malinje té mélcisé.

Alfafetoproteina (AFP) éshté njé glikoproteiné me peshé molekulare rreth 70 Kilodalton
(KD). N& molekulén e alfaproteinés pjesa proteinike pérbén rreth 95 % té peshés
molekulare. Zinxhiri polipeptidik éshté i pérbéré nga 590 aminoacide. Karbohidratet mé
té réndésishme, qé marrin pjesé né kété molekulé jané N-acetilglukozamina, manoza,
galaktoza dhe acidi sialik. Alfafetoproteina paraget ngjashméri té madhe strukturore, veti
fiziko-kimike té péraférta dhe veprime imunologjike té njéjta me ato té albuminés. Né
teknikén e elektroforozés alfafetoproteina migron bashké me alfa-globulinén. Gjysém jeta
e alfaglobulinés éshté 4 deri né 6 dité. Nga kéndvéshtrimi biologjik AFP sintetizohet
gjaté zhvillimit embrional. Gjaté jetés intrauterine alfafetoproteina prodhohet nga Iéngu
amniotik, nga mélcia dhe né sasi mé té vogla nga trakti gastrointestinal. Fillimisht sinteza
e alfafetoproteinés fillon nga placenta dhe mé voné shtrihet né nivelin hepatik. Duke
filluar nga muaji i katért e deri né fund té gravidancés mélcia béhet organi i preferuar i
prodhimit té alfaproteinés. Pas muajit té teté té gravidancés, pérgéndrimi i
alfafetoproteinés ulet né ményré té shpejté dhe paralelisht me kété dukuri rritet
pérgéndrimi i albuminés. Alfafetoproteina shérben dhe si protein transporti. Molekulat e
alfafetoproteinés jané té afta té lidhin njé numér té madh substratesh. Ndér kéto substrate
mé té réndésishmit jané acidet yndyrore, bilirubina dhe disa metale, ku mé i spikaturi
éshté bakeri. Nivelet e AFP né serumin e gjakut varen nga mosha. Né momentin e lindjes
pérgéndrimi i alfafetoproteinés né serumin e gjakut éshté shumé i larté. Me kalimin e
kohés ky pérgéndrim fillon té ulet dhe né fund té vitit té paré pérgéndrimi i
alfafetoproteinés né serumin e gjakut éshté nga 15 ng/ml né 20 ng/ml. Né moshé madhore
prodhimi i alfafetoproteinés éshté i lidhur ngushté me proliferimin e hepatociteve
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normale ose té transformuar (hepatokarcinoma). Vlerat normale té alfafetoproteinés né
serumin e gjakut té njerézve té shéndoshé jané gjithmoné mé té vogla sesa 10 ng/ml.
Vlerat e alfafetoproteinés mé té larta sesa 10 ng/ml, konsiderohen vlera patologjike, duke
pérjashtuar gravidancén. Rritje patologjike té alfafetoproteinés takohen né kéto patologji:

— Sémundje té mélgisé.
— Kancerin testikular.

— Kancerin e ovareve.

1.6 Pérgéndrimet e alfafetoproteinés né patologjité malinje té mélcisé.

a) Karcinoma hepatocelulare

Karcinoma hepatocelulare éshté njé patologji shumé e réndé e mélcisé. Alfafetoproteina
éshté njé markues tumoralé shumé i dobishém pér diagnostikimin e hepatokarcinomés
dhe monitorimin e terapisé té késaj patologjie. Né karcinomén hepatocelulare
pérgéndrimi i alfafetoproteinés né serumin e gjakut mund té kalojé pérgéndrimin 4000
ng/ml dhe kjo dukuri éshté specifike pér kété patologji. Vlerat e alfafetoproteinés rriten
gjithashtu dhe né kancerin primitive té mélcisé por rritja éshté e moderuar né krahasim
me karcinomén hepatocelulare. Si rregull, kanceri i mélcisé trajtohet né ményré
kirurgjikale. Né qofté se masa kancerogjene higet totalisht me ndérhyrje Kirurgjikale,
niveli i alfafetoproteinés né gjak do té ulet duke arritur intervalin e vlerave normale. Né
rast se me kalimin e kohés niveli i alfafetoproteinés do té rritet pérséri atéheré kemi té
bé&jmé me njé recidivé té kancerit té mélgiseé.

b) Hepatiti akut dhe kronik

Né kéto patologji té mélgisé dhe sidomos né hepatitin akut, pérgéndrimi i
alfafetoproteinés rritet mbi 100 ng/ml.

1.7 Enzimat si markues tumoralé klasik

Qelizat neoplazike paragesin shpesh njé aktivitet enzimatik jashté kufijve té intervalit té
vlerave normale. Kjo gjé reflektohet si né aspektin cilésor ashtu dhe né até sasior.
Pérdorimi i enzimave si markues tumoralé éshté mé i hershmi né historiné e onkologjisé
klinike.

Struktura proteinike e enzimave dhe potenciali i tyre imunogjen b&jné mjaft té vlefshme
matjen e tyre né Iéngjet biologjike. Teknologjia e sotshme e dozimit té enzimave dhe
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zhvillimi i sistemeve imunometrike mé té ndjeshém dhe mé specifik jané njé ndihmesé e
madhe pér onkologjiné klinike. Né tabelén e méposhtme paragiten disa nga pérdorimet e
réndésishme té enzimave apo izoenzimave té tyre né patologji té ndryshme neoplazike.
Metoda Kkinetike té analizés enzimatike si dhe elektoforeza né xhel polikrilamidi e kané
béré matjen e enzimave njé praktiké rutiné né mjekési.

Tabela Nr.1. Pérdorimi i disa enzimave dhe izoenzimave né patologjité neoplaztike.

ENZIMA PATOLOGJIA NEOPLAZTIKE

A. Fosfataza Alkaline (ALP)

Fosfataza alkaline éshté njé enzimé qé prodhohet kryesisht nga osteoblastet, nga gelizat e
mukozés sé traktit hepatobiliar dhe intestinal dhe nga placenta.

Nivelet e larta té fosfatazés alkaline né serum takohen mé shpesh né neoplazite primitive
ose sekondare té indit kockor, sidomos té atyre me natyré osteoblastike. Nivele té larta té
fosfatazés alkaline ndodhen né serumin e gjakut té pacientéve me tumore té heparit apo
gjendrave paratiroide. Si rrjedhojé e rritjes sé sistemit kockor tek subjektet e shéndoshé
deri né 1000 u/l. Pas moshés sé pubertetit dhe jashté gravidancés, né mungesé té
lezioneve kockore dhe pranisé sé hepatomegalisé, rritja e niveleve té fosfatazés alkaline
éshté njé tregues pér praniné e mundshme té patologjive neoplazike. Diagnoza
diferenciale midis neoplazisé kockore dhe asaj hepatike, béhet duke dozuar
5’nukleotidazés dhe leucinaminopeptidazén. N& rast se neoplazia éshté hepatike, krahas
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rritjes sé fosfatazés alkaline né serumin e gjakut, kemi dhe rritjen e njékohéshme te
5’nukleotidazés dhe té leucinaminopeptidazés.

Kéto enzima gjenden né pérgéndrime té rritura né 30-35% té neoplazisé hepatike dhe
asnjéheré nuk rrisisn pérgéndrimin e tyre né lezionet neoplazike kockore. Pérkundrazi, né
lezionet neoplazike kockore kemi rritje té pérgéndrimit té hidroksipolinés dhe kalgiumit
sidomos né uriné.

Né hepatokarcinomé ose hepatoblastome nivelet e fosfatazés alkaline jané normale
ndérkohé qe kemi rritje t¢ AFP. Nivetel mé té larta té fosfatazés alkaline takohen né
tumoret e rrugéve biliare apo né metastazat e tyre.

Né pacientet e prekur nga osteosarkoma fosfataza alkaline rritet né pérgéndrime shumé té
larta.

Izoenzima placentare e fosfatazés alkaline (PLAP) konsiderohet si njé markues tumoral
germinale, pér tumoret e testeve dhe té ovareve.

B. Fosfataza acide Prostatike (PAP)

Fosfataza acide prostatike (PAP) éshté njé glikoproteiné me peshé molekulare 100 kD. 93
% e saj pérbéhet nga pjesa proteinike dhe vetém 7 % i takojné pjesés glucidike. Pérdorimi
I matjeve imunometrike ka véné né dukje nivele té fosfatazés acide prostatike mé té larta
sesa 5-10 ng/ml tek pacientét e prekur nga karcinoma e prostatés né raport me gravitetin e
patologjisé. Pércaktimi i fosfatazés acide éshté vecanérisht i dobishém pér tu pérdorur si
parametér i monitorimit té efiskasitetit té terapisé. Rezultate false pozitive té fosfatazés
acide gé nuk kané lidhje me praniné e neoplazisé sé prostatés, takohen né prostatie
(inflamacion i prostatés), si dhe né hipertrofiné beninje té prostatés.

C. Laktat dehidrogjenaza (LHD)

Laktat dehridrogjenaza éshté njé enzimé gé ka 5 izoenzima. Kéto 5 izoenzima vihen né
dukje me ané té teknikés elektroforetike dhe jané té korrespondueshme me oo 1 e a 2, f 1
e B 2, dhe y globulinat. Ato emertohen me germat LDH dhe numrat arabe me rritje
progresive. LDH2 > LDH 1> LDH 3> LDH 4> LDH 5.

Vlerat normale té tyre jané si mé poshté:

LDH 1 =15-32 %
LDH 2=25-44 %
LDH 3=12-19 %
LDH 4= 3-16 %

LDH 5= 3-16 %.
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Studimet kané treguar se funksionet izoenzimatike té LDH e kané origjinén e tyre nga
indet. Fraksionet e shpejta gjaté migrimit elektroforetik LDH 1 dhe LDH 2 e kané
origjinén nga indi kardiak, kryesisht nga miokardi. Kéto fraksione takohen gjithashtu, né
pérgéndrime mé té ulta né eritrocite dhe gelizat e trurit. Fraksionet e lehta LDH 4 dhe
LDH 5 jané té lokalizuara né muskujt e skeletit, né mélci dhe né veshka. Fraksioni
intermediary LDH 3 éshté i pranishém pothuajse né ¢do ind. Kérkimet mbi strukturén e
izoenzimave té LDH kané véné né dukje gé izoenzimat mé té thjeshta jané polimere. Né
tabelen e méposhtme paragiten karakteristikat strukturale, elektoforetike dhe shpérndarja
anatomike e izoenzimave té LDH. Polimeri i izoenzimave té LDH pérbéhet nga dy vargje
apo dy njési gé emértohen A dhe B. Kombinimi i tyre pércakton dhe natyrén e
izoenzimés.

Tabela Nr. 2 Pércaktimi i izoenzimave té LDH.

Lévizja

Izoenzima .
elektroforetike

Struktura  Zemér % Muskul % Hepar %

Pér t& matur pérgéndrimin e LDH né serumin jané pérpunuar metoda té sakta analitike
bashkékohore. Ndér to mé té pérdorshme né praktikén e mjeksisé laboratorike jané
metoda Kinetike e analizés enzimatike dhe elektroforeza né xhel poliakrilamidi. Kéto
metoda lejojné pércaktimin e shpejté dhe té sakté si té LDH- totale ashtu dhe té
izoenzimave té saj.
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1.8 Shkaget e rritjes jo specifike té markuesve tumoralé

Pérve¢ pranisé sé tumoreve malinjé apo progresimit té tyre, pérgéndrimi i markuesve
tumoralé mund té gjendet i rritur dhe pér shkage té tjeré patologjike. N& ményre
skematike kéto mund té ndahen né katér kategori:

a) Probleme fiziologjike dhe zakone si p.sh. pirja e duhanit.

b) Shkage jatrogjenike por té pa lidhura me trajtime onkologjike.

c) Patologji beninje ku markuesit tumoralé rriten né ményré té moderuar.
d) Shkage jatrogjenike.

Dukurite fiziologjike, zakonet e vullnetshme apo shkaget jatrogjenike gé nuk korelojné
direkt me trajtimin e tumorit, paragiten né tabelén e méposhtme.

Dukuria mé fiziologjike ku markuesit tumoralé rrisin vlerat e tyre pa praniné e
patologjive malinje éshté gravidanca.

Né tabelén e méposhtme paragitet kjo dukuri:

Tabela Nr.3. Kushtet principale jo patologjike, ku vihen re nivele té rritura té
markuesve tumoralé pa prani té patologjisé malinje

Kushtet fiziologjike apo Markuesi tumoral
jatrogjene

Né mjaft patologji beninje vérehet gjithashtu njé rritje e moderuar e pérgéndrimit té
markuesve tumorale pa praniné e patologjive malinje. Eshté e rendesishme té vihet né
dukje njé rritje e markuesve tumorale sidomos né patologjité inflamatore té indeve dhe té
organeve.

Né tabelén e méposhtme jepen patologjité kryesore ku vihet re kjo dukuri:
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Tabela Nr.4. Kushtet principale patologjike ku rriten disa markues tumorale.

Patologjia beninje

Markuesi tumoral

Hepatopati kronike

CEA,CA-19.9,CA-153,CA-

125,
CA-50
Ikteri CEA, TPA, Ferritina, CA —19.9, CA
-50
Bronko — pneumopatia kronike CEA, TPA
Asciti peritoneal CA-125
Versamenti pleurik CA - 125, TATI
Endometriti CA-125
Pankreatiti ( akut apo kronik ) CA-19.9, CA-125
Nefropatia kronike CEA, TPA
Tireopatiti TG
Hipertrofia e prostatés PAP, PSA
Retensioni urinar PAP, PSA
Psoriazis SCC
Sémundje reumatike CA-19.9
Diabeti CA-19.9,CA50
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KAPITULLI I DYTE

2. Metodologjia e dozimit té markuesve tumoralé

Teknologjia e hibridizimit gelizor ka siguruar prodhimin e antikorpeve mononukleare, té
cilét jané specifike pér antigene té ndryshem determinues, té pranishem né molekule.
Disponibiliteti i antikorpeve monoklonale si reagente specifike ka ¢uar né pérpunimin
dhe standartizimin e sistemeve té reja té dozimit. Kjo ka ¢uar né njé dozim té sakté té
markuesve tumorale dhe perdorimin e gjéré té tyre né praktiken klinike. Sistemet e
dozimit aktualisht té pérdorur pér dozimin e pothuajse gjithé markuesve tumorale jane té
tipit imunologjik dhe si rrjedhoje bazohen né lidhjen molekulare specifike midis
antigjenit dhe antikorpit. Né kété ményre mbas veprimit katalitik antigjen-antikorp
kalohet né fazén e matjes e cila realizohet né dy ményra.

a) Sisteme gé perdorin pér matje izotopet radioaktive.
b) Sisteme gé perdorin pér matje substanca joradioaktive té tilla si:
kromogjene ngjyrues, Iénde fluoreshente, Iénde lumineshente.

Skema principale e reaksionit analitik jepet me poshté:

Antikorpet e fiksuar Antigene te konjuktuar me
né fazen solide substance dedektuese
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Antigene té fiksuar Antikorpe té lidhur
né fazén solide me substance markuese

B)

A>——F
N >—F

> > >>
[ S S

}

Figura 1, Sistemi kompetitiv (konkurues)
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Né kété metode antigeni mund té jeté i lidhur me izotop radioaktiv, i cili rrezaton rreze
gamma. Né kété rast, kemi té béjme me metode radioimunologjike gé njihet me simbolin
RIA. N.g.s me izotop radioaktiv markohet antikorpi, atéhere kemi té bé&jmé me metodén
radioimunologjike gqé quhet IRMA. Né sisteme gé pérdorin (rivelatore) jo radioaktive,
antikorpet specifike mund té jené té¢ markuar me enzima dhe kemi té b&mé me metoden
imunoenzimatike gé njihet me simbolin EIA. Njé tip tjetér i dozimit imunometrik, gé

pérdoret pér matjen e markuesve tumoralé, éshté ajo e sistemeve jokompetitive (jo
konkurues).

Skema e njé sistemi té tille paragitet né skemén e méposhtme:

Antikorpet e dyta
té markuara
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Figura 2, Skema e dozimit imunometrik jo kompetitiv té markuesve tumoralé.

Pércaktimet imunokimike té tipit optik

Pércaktimet imunokimike homogjene té tipit optik paragesin né pérgjithési disa pérparési
né krahasim me metodén RIA. Né metodén RIA, si e kemi theksuar antikorpi éshté i
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markuar me enzima (té cilat zbérthejné njé substrat, gé jep produkt me ngjyré), me
substanca fluoreshente, apo me substanca kemiolumineshente.

Né tabelén e méposhtme, béhet krahasimi i kétyre metodave, nga del né pah, pérparésia e
metodave optike.

Tabela Nr.5. Krahasimi midis metodés RIA dhe metodés imunokimike homogjene té
tipit optik.

Karakteristikat e metodés RIA Imunol.<|m|ke
optike

Norma speciale sigurie Po Jo
Procedure e thjeshté e markimit Po Po
Konservimi kufizuar i markuesit Po Jo
Domosdoshmeéri e ndarjes “B/F” Po Jo
Koha e matjes sé sinjalit analitik E moderuar E shpejté
Precizioni I moderuar I larte
Ndjeshméria 1 pg/ml 1 ng/ml
Mundési interference té sinjalit analitik Jo Po
Automatizimi i metodés I pjesshem Total

Pércaktimet imunoenzimatike

Prej shumé kohésh, né laboratoret e kimise Kklinike té anatomise dhe histologjise
patologjike, pérdoren teknikat imunokimike té bazuara né pérdorimin e antikorpeve té
lidhur né ményre kovalente me enzima, té cilat jané té afta té€ zbérthejné njé substrat
specifik né njé produkt té ngjyrosur. Dozimi i paré imunoenzimatik éshté béré pér héré té
paré né vitin 1970 nga Engvall dhe Perlmann, pér dozimin e IgG té lepurit. Pér té
realizuar gellimin e tyre, autoret pérdoren si gjurmues (traciant) IgG e lepurit t&¢ markuar
me fosfataze alkaline.

Sot éshte éshté béré e mundur té pércaktohet me ané té késaj teknike pjesa mé e madhe e
hormoneve, markuesve tumoralé dhe analiteve té tjera. Pérbérsit kryesore té njé
pércaktimi imunoenzimatik “EIA” pér njé analit té dhéné jané:

e Analiti markohet me njé enzimé specifike (funksioni i gjurmuesit apo traciantit).

e Antiserumi (ose antikorpi monoklonal)specifik kundrejt analitit.
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e Njé substrat kimik specifik, i afté té prodhojé njé produkt, i cili siguron njé sinjal
optikisht té matshém. Ky produkt éshté rrjedhojé e bashkéveprimit katalitik
substrat-enzimé.

e Ndértimi i lakores sé kalibrimit.
e Matja e kampionit biologjik.

Né figurén e meposhtme tregohet garte ecuria e kétij progesi analitik.

S

Antikorpi Analiti i markuar
me enzime

Substrakti Produkti
<> _— Sinjali optik

OR, o9
FAANN Q
2\/2\/ AN

Analit Enzima Enzima
ilire inaktive aktive

Figura 3. Skema e njé dozimi imunoenzimatik “EIA” e tipit homogjen.

Substanca gé analizohet (analiti) e markuar me enzime lidhet me antikorpin specifik. Né
kété fazé aktiviteti i enzimés éshté i bllokuar (inhibuar) ose i ngadalsuar. Substanca gé
analizohet, e pranishme né materialin biologjik apo né tretésirat standarte zhvendos njé
pjesé té gjurmuesit (traciantit) té antikorpit specifik, duke aktivizuar né kété ményré
enzimén. Enzima e aktivizuar né kété menyré vepron mbi substratin. Nga bashkéveprimi
enzime-substrat lind njé produkt i cili paraget veti optike gé mund té jené ngjyra té
matshme né spektrin e dukshém, veti optike né spektrin ultraviolet i afté (p.sh.absorbim
né 340 nm i NADH), veti turbidimetrike etj. Variacioni gé manifestohet né aktivitetin
enzimatik shkakton njé variacion konseguent té sinjalit optik. Madhésia e sinjalit optik
apo intensiteti i tij éshté né pérpjestim té drejté me analitin e lire né mjedisin e reaksionit.
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Sinjali optik i prodhuar si rrjedhoje e zhvillimit té reaksionit analitik amplifikohet,
pérderisa enzima gé clirohet né gjéndje aktive katalizon transformime té shumta té
substratit. Pércaktimet imunoenzimatike pérdoren gjithashtu edhe pér analiza té tipit
kinetik né té cilén shpejtésia e transformimit té substratit éshté né pérpjestim me
aktivitetin e enzimés.

Dozimet imunoenzimatike heterogjene

Né kété metode aktiviteti i enzimés mbetet i pandryshuar gjaté zhvillimit té reaksionit
antigen-antikorp. Né kété metode pérdoren né pérgjithesi antikorpe té markuar me
enzime. Metoda mé e njohur, gé i takon Kkétij tipi éshté metoda “ELISA” (nga anglishtja:
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Kjo metode ka pérparsine e pérdorimit té
teknologjise né faze solide dhe té imunoreagenteve te markuar me enzime.

Metodat ¢ para “ELISA” ishin té ngjashme me até RIA (sita antikorpale né mjedisin e
reagentit). Sot pérpunohen metoda “ELISA” té bazuara né tepricén e antikorpeve té
markuara. Kéto metoda jane né pérgjithési té tipit “Sandwich” ose “imunometrike”. Né
figurén e méposhtme jepet metoda “ELISA” né trajté skematike, né formén me té thjeshté
té saj.

S;
Ab- Ei
P4
S
"3 2
P P,

Figura 4, Parimi i dozimit “ELISA”, i amplifikuar.

Antikorpi Ay 8shté i konjuguar me enzimen Eg, e cila katalizon shénderrimin e substartit

S1 né produktin P1, né inkubimin e pare analitik. Mé t&j, né mjedisin analitik shtohet njé

tretésire amplifikuese, gé pérmban enzimén e dyté. Kjo enzimé shénderron substratin S,

né produktin P> duke pérdorur produktin Py si kofaktor. Enzima Es lejon rikuperimin e Py

duke béré té mundur lejimin e progesit gé nga ¢do molekule e P1 e prodhuar né reaksionin
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e pare, té marre pjesé né formimin e shumé molekulave té P,. Produkti i ngjyrosur P
mund té amplifikohet rreth 100 here sipas veprimit direkt té E; si substrat kromogjenik
(g€ jep njé produkt me ngjyré té forte). Metoda “ELISA”e lartpermendur e njohur me
emértimin “Sandwich” éshté vecanérisht e pérdorshme pér dozimin e analiteve té
pranishém né njé pérzirje komplekse, si¢ &shté p.sh serumi i gjakut.

Duke pérdorur si markues enzimen “fosfatazen alkaline” jané pérpunuar shumé metoda
pér pércaktime shumé té ndjeshme té HCG, LH, FSH etj.

Pér sistemet e metodés “ELISA” mund té pérdoren té gjitha enzimat gé mund té lidhen
me imunoreagente.

Kérkesat qé vihen para kétyre enzimave kane té béjné me géndrueshmérine e tyre, koston
e ulét ekonomike, si dhe zotérimin e njé shpejtésie té larté té lévizjes, té garkullimit té
tyre. Enzimat mé té pérdorura, gé gézojne vetité e mésipérme jané fosfataza alkaline,
betagalaktozidaza, peroksidazat, glukozoksidaza, ureaza, penicilinaza etj.

Substratet mé té pérdorshme jané o-tuloidina, 2, 2 azino-di/3-etilbenzotiozolina sulfonati
me iniciale ABTS, o-fenilendiamina, acidi aminesalicilik.

Njé lakore kalibrimi tipike pér metoden “ELISA” jepet né figurén e méposhtme.

A E
25
2
15
1

0.5

»

I I I I I v
0.5 1 15 2 25 plu/ml

Figura 5, Lakorja e kalibrimit pér pércaktimin e CEA me metoden “ELISA”.

Metodat imunoenzimatike né kohen e sotme pérdoren gjerésisht né laboratoret mjeksore.
Ato pérfshijné fusha té tilla té gjéra si hormonologjia, onkologjia, sierologjia,
farmakologjia, toksikologjia etj. Kjo pér arsye se metodat imunoenzimatike jané té
thjeshta, té shpejta dhe té sakta. Ato mund té pérdoren pér té béré matje té sakta né njé
numér té vogel mostrash analitike apo né njé numer té madh mostrash analitike.

Metodat imunoenzimatike mund té gjysém automatizohen ose té automatizohen

krejtésisht.
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Sasite e materialit biologjik qé kérkojne kéto metoda jané shumé té vogla, 10 deri né 50
mikrolitra (ul) gjak, serum apo urine. Kjo bén té& mundur gé me ané té metodave
imunoenzimatike té béhen matje né gjak kapilar ose me mostra gjaku neonatal.

Sot teknikat imunoenzimatike jané té disponueshme né trajten e kiteve, qé pérmbajne
reagenté té gatshém té njé cilésie té larte dhe tretésira standarte té gatshme né pérdorim.

Mangésite e metodave imunoenzimatike jané dy:
Kosto e larte e reagentéve.
Pandjeshmeri relative analitike pér disa pércaktime, né krahasim me metodén “RIA”.

Njé pérmirésim i ndjeshém analitike mund té arrihet me metodat qé pérdorin pérthithjen
né pjesén ultraviolet té spektrit, pér té matur pikén finale té reaksionit duke konvertuar
sinjalin optik né njé matje té fluoreshencés.

Pércaktimet fluoroimunometrike

Pércaktimet fluoroimunometrike “FIA” (nga gjuha angleza: Fluoro Immuno Assay) jané
huazuar né pérdorimin e substancave organike fluoreshente. Kéto substanca zgjidhen té
tilla, gé té japin njé fluoreshence me zgjatje té shkurtér kohe.

Substanca té tilla jané izotiocianati i flureshines (FITC), rodamina dhe umbiliferoni.
Eshté e rendésishme té vihet né dukje qé metoda e fluorometrise konvencionale paraget
probleme té shumta analitike. Njé nga kéto probleme éshte ndarja e fluoreshencés té
emisionit nga ajo e eksitimit. Kjo ka té béjé me dukurite fizike t€ njohura si efekti
“scattering” 1 Rayleight, efekti “scattering” i Raman. Gjithashtu duhet marre né
konsiderate fluoreshenca e fonit (qé ndodh né kyvetén matése té fluorometrit dhe
fluoreshenca gé jep pérmbajtja e serumit gé po analizohet).

Diferenca midis gjatésisé sé vales (%) té eksitimit dhe asaj té& emisionit e njohur me
emértimin “stokes shift” shérben pér té realizuar njé matje té fluoreshencés né ményre
optimale, pér kété arsye kjo diference duhet té jeté sa mé e madhe gé té jeté e mundur.
Zakonisht né kété metode fluoreshenca eksitohet me gjatésine e vales 490 nm emetohet
né gjatésine e vales 520 nm.
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Figura 6 dhe 7, Spektrat e eksitimit dhe té emisionit té izotiocianatit té fluoreshinés
dhe té elementit europium.

Né figurat e mésipérme jané treguar spektrat e eksitimit té emisionit té izotiocianatit té
fluoreshines dhe té europiumit.

Duhet té véné né dukje se kur serumi i gjakut human ngacmohet me rrezatim ultraviolet
me gjatési vale 340 nm, ai jep njé rrezatim emisioni fluoreshent me gjatési vale 500 nm.
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Duke u mbéshtetur né té dhénat e mésiperme kuptohet lehté gé vetém me metodén e
fluoreshencés klasike, éshté e véshtire té kryhen matje té sigurta té analitit (substancés qé
analizohet) né serumin e gjakut té njeriut.

Né gofte se substanca gé analizohet éshté me gjak me pérgendrime té larta (si¢ ndodh kur
maten proteinat apo medikamentet né gjak) saktésia e metodés éshté shumé e miré. Né
rastet e tjera té pércaktimeve, né matje me fluoreshence, gjithmoné éshté i pranishém njé
sinjal i fonit qé ka madhési té larté e té ndryshueshme.

Amplifikimi enzimatik i sinjalit fluoreshent ose fluoreshenca e drités sé polarizuar kane
pérmirésuar né ményre té dukshme pérdorimin e “FIA” né imunokimine analitike.

Né thelb pércaktimet fluorimunokimike kane pérmirésuar ndjeshmérine analitike né
krahasim me metoden imunoenzimatike.

Pércaktimet “FIA” homogjene

Metoda e pare e Kkétij lloji éshté ajo gé njihet me emértimin “FPIA” (nga anglishtja:
Fluorescence Polarization Immuno Assay). Metoda e dyté, gjithashtu e bazuar né
fluoreshencén e drités sé polarizuar, njihet me emértimin “SLFIA” (nga anglishtja:
Subtrate Labeled Fluorescent Immuno Assay), e cila pérdor njé substrat té markuar.
Metoda “FPIA” (e komercializuar nga kompania “ABOOTT” né aparatin TDx}
shfrytézon shpejtésine e ndryshme té rrotullimit t& analitit t& markuar me fluorofor kur
analiti &shté lidhur me antiserumin dhe kur &shté i lire. Né gofté se njé moster analitike
fluoreshente ndricohet nga njé rreze drite e polarizuar, shkalla e polarizimit té drités sé
emetuar (rrezatuar) nga kampioni fluoreshent ndryshon né varési té dimensionit
gjeometrik té molekulés gé pérmban fluoroforin. Pér kété molekule éshté e mundéshme
té pércaktohet sasia e antigeneve té markuar té lidhur me antikorpet ose sasia e
antigeneve té lire, duke béré té mundur pércaktimin e pérgendrimit té€ substancés gé
analizohet. Ky tip pércaktimi kérkon pérdorimin e njé polarizatori té instaluar né njé
fluorometer. Ky polarizator éshté i pérbéré nga filtra polarizues prej kristalesh té Iéngét,
té cilét jané té afte té masin driten e rrezatuar né dy plane te vendosur 90° njéri ndaj
tjetrit.

Polarizimi “P” matet né “njesi arbitrare “dhe shprehet me ané té raportit:

Intesiteti i drités sé polarizuar vertikalisht-Intesitetin e drités sé polarizuar horizontalisht

Intensiteti i drités sé polarizuar vertikalisht-Intesitetin e drités sé polarizuar horizontalisht
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Polarizimi i matur do té jeté atéhere né pérpjestim té drejte me pérgendrimin e hormonit
apo markuesit tumoral t& markuar dhe té lidhur me antikorpin specifik. Né té kundért,
polarizimi i matur éshté né pérpjestim té zhdrejte me pérgendrimin e markuesit tumoral
né gjéndje té lire, i pranishém né mjedisin e reaksionit. Pérderisa né sistemin “FPIA”
(Abbott-TDx) matet njé variacion i polarizimit té drités, interferenca gé vjen nga
fluoreshenca jo specifike do té zvoglohet né minimum. Megjithaté, kur maten
pérgendrime té ulta t€ hormoneve, markuesve tumoral apo analiteve té tjeré éshté e
domosdoshne té béhet njé korrigjim i blankut té matjes. Né figuren e méposhtme jepet
skema analitike e metodés “SLFIA”.

Skema e dozimit “SLFIA”

Ao+

Antikorpi Analiti i markuar
me fluoreshence

A
e \

AN AN

Analit i lire Analit i markuar Analit i markuar
i lidhur ilire

enzima

—

Analit > Matja e fluoreshences
fluoreshent

Figura 8, Skema e dozimit “SLFIA”.

Nga skema analitike e metodés “SLFIA”shihet qarte gé pérdortet njé enzime e posagme
pér té cliruar fluoroforin nga molekula e analitit té markuar. Metoda “SLFIA” pérdor njé
gjurmues (traciant) té pérbére nga analiti i markuar me fluorofor.

31



Fluorofori éshté “beta-galaktozil-umbiliferon” dhe éshté njé bashkédyzim gé funksionon
si njé substrat. Gjithashtu né kété metodé pérdoret njé antikorp specifik ndaj analitit qé
analizohet, enzima beta-galaktooksidaze, si dhe kampioni biologjok (serum i gjakut) gé
do te analizohet. Enzima hidrolizon lidhjen kimike gé bashkon umbeliferonin me grupin
beta-galaktozil pér té dhéné substancén fluoreshente. Megjithaté duhet theksuar se
enzima nuk mund té ndérveproje me analitin e markuar pér sa kohe ndodhet e lidhur me
antikorpin specifik ndaj analitit. Analiti qé pérmbahet né kampionin biologjik konkuron
me analitin e markuar népérmjet gendrave (sitave) té lidhjeve antikorpale dhe c¢do
molekule e analitit t¢ markuar né gjéndje té lire hidrolizohet nga enzima. Né pérfundim té
progesit analitik, do t& kemi njé intensitet té fluoreshencés sé matur, i cili do té jeté né
ndryshimin proporcional me pérgendrimin e analitit né serumin e gjakut, apo né Iéngje té
tjera biologjike.

Metoda”FIA” heterogjene

Metoda mé efikase pér té eleminuar interferencat né matjen e fluoreshences éshté ajo e
realizimit t€ njé pércaktimi té tipit hetrogjen. Né figuren e meposhtme jepet skema
analitike e njé dozimi té kétij tipi:

Antikorpe specifike té lidhur me

pllaka magnetike

} Dekantohet
>_. —_— ‘ fraksioni i lire i
> _|_ i analitit
> N @ \‘\» 2) Eluohet
e fraksioni i lidhur
_‘_> i analitit
Analiti Magnet
Magnet

Figura 9, Dozimi fluoroimunokimik”FIA”i tipit heterogjen & pérdor grimca
magnetike (—) pér té kryer ndarjen “B/F”.

Ky tip pércaktimi pérdor njé analit t¢ markuar me njé substance fluorofor, njé antikorp
specifik té lidhur me grimca magnetike dhe materialin biologjik pér tu analizuar. Analiti i
pranishém né materialin biologjik konkuron me até té markuarin népérmjet sitave té
lidhjeve té antikorpit. Pjesa e analitit t¢ markuar qé mbetet e liré ndryshon né ményre
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korrelative né lidhje mé pérgendrimin e analitit t& pranishém né materialin biologjik.
Analiti i lidhur mé antikorpin specifik ndahet nga analiti i lire mé ane té aplikimit té njé
fushe magnetike né tubin ku zhvillohet reaksioni analitik.

Né ményre suksesive analiti i lire (i markuar apo jo) i pranishém né lengun supernatant,
eleminohet me ané té procedurés sé dekantimit. Analiti i lidhur me antikorpin, pas
hollimit me tretésie buferike sedimentohet né fundin e tubit analitik mé ané té fushés
magnetike. Mé tej matet fluoreshenca e pranishme né supernatant. Intensiteti i
flureshénces sé matur ndryshon né pérpjestim té zhdrejté me pérgendrimin e analitit té
pranishem né kampionin biologjik.

Ndarja “B/F” e realizuar mé ane té pérdorimit té antikorpeve té lidhur mé grimca
magnetike lejon té eleminohet faza e centrifugimit. Kjo mundési bén qgé té rritet
shpejtésia e metodés, ndersa matja e fluoreshencés béhet direkt né supernatant, pasi
antikorpet jané precipituar né fund té epruvetes si rrjedhojé e veprimit té fushés
magnetike.

Disa teknika te tjera “FIA” heterogjene pér té realizuar ndarjen “B/F” pérdorin metoda té
tjera analitike. Njé nga keto metoda éshté perdorimi i tretésirave té sulfatit t€ amonit me
pérgendrime té pérshtatshme. Sulfati i amonit (NH4)2SO4 realizon precipitimin e
imunokomplekseve antige-antikorp. Njé mundesi tjeter teknike éshté ajo ¢ “fazés solide”,
né té cilén molekulat e antikorpeve jané lidhur né sferéza celuloze apo material tjetér
inert.

Njé teknologji tjetér, shumé interesante dhe krejt e automatizuar pér matjen e markuesve
tumorale, etj., éshté sistemi i njohur me emrin “RPIA” (nga anglishtja: Radial Partiton
Immuno Assay). Kjo teknologji éshté komercializuar nga kompania Baxter. Kjo
teknologji pérfageson njé teknike imunoenzimatike me substrat fluoreshent. I gjithé
progesi analitik duke pérfshiré dhe ndarjen “B/F” ndodh mbi “faze solide” té pérbére nga
fibra qelqi té cilat lejojné t€ merret rezultati i pare analitik pas 8 minutash dhe cdo
rezultat pasardhes ¢cdo minute. Njé pérdorim té gjéré né kimin klinike pér matjen e
markuesve tumorale, etj., ka fituar teknika “FIA” e njohur me emértimin “TR-FIA”
(Time Resolved Fluoro Immuno Assay). Kjo teknologji pérdor si gjurmues (traciant)
Kelate t& Europiumit (Eu) apo té lantanideve té tjera. Né fakt, shumé lantanide gézojne
vetine e fluoreshencés. Kur lantanidet né trajten e kelateve pérdoren si traciante vihen né
dukje pérparési té médha analitike.

Sé pari, kelatet e lantanideve kane rendiment té larte kuantatik.
Sé dyti, “stokes’shift” éshté jashtézakonisht i larte.
Sé treti, piku i emisionit éshté i ngushté.
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Pér mé tepér, gjatésia e vales sé emisionit fluoreshent dhe gjatésia e vales sé eksitimit té
fluoreshencés jané shumé optimale pér analizat e kampioneve biologjike. Kéto
karakteristika té réndésishme i béjné kelatet e lantanideve té preferueshme né raport me
substancat klasike fluoreshente. Né fakt pér shkak té fluoreshencés natyrale, té prodhuar
nga substanca té ndryshme, té pranishém né léngjet biologjike, si¢ jane proteinat, etj.,
pérdorimi i markuesve klasike fluoreshente shogérohet me kufizime té medha né
ndjeshmérine analitike té metodave “FIA”. Me kelatet e lantanideve éshté e mundshme té
ulet né ményre té konsiderueshme niveli i fonit “background” me ané té njé matjeje té
kujdesshme té fluoreshencés me zvoglim té gjaté té sinjalit. Koha e ulte e sinjalit té
fluoreshences pér ketalet e lantanideve éshté shpesh e rendit 10-100us (mikrosekonda
=10% sekonda). Ndérkaq rénia e sinjalit t& fluoreshencés té prodhuar nga njé kampion
tipik biologjik éshté e rendit 1-20 ns (nanosekonda=10° sekonda). Pikérisht pér kété arsye
fluorometrat “TR” (Time-Resolved Fluorometers) té pérdorur né kombinimin me kelatet
e lantanideve, lejojne disa rende madhesie mé té ndjeshme se sa matjet e realizuara me
fluorometra konvencionale. Njé ketal fluoreshent i géndrueshém, shumé i pérdorshém né
teknologjine “TR-FIA”, éshté njé derivat i Europiumit (Eu). Béhet fjale pikérisht pér
“EDTA-Eu-B-NTA”(acidi etilendiaminotetraacetik) luan rolin e njé substance
kompleksuese (formon kompleks kimik) ndérsa “B-NTA” (2-naftoiltrifluoroacetoni) bén
fluoreshente lantanidet.

Parimi mbi té cilin bazohet matja e fluoreshencés né tekniken “TR-FIA”, tregohet
skematikisht né figuren e méposhtme:
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Figura 10, Parimi i matjes sé fluoreshencés né matjet me teknologjine “TR-FIA”

Zgjatja e nje cikli éshté 1 ms (milisekonde) ndérsa impulsi i rrezatimit gqé eksiton
fluoreshencén (A=340nm) zgjat mé pak se sa 1 ps (mikrosekonde). Koha e matjes té
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fluoreshencés brenda njé cikli éshté pérfshiré midis 400 dhe 800 ps. Lakorja e paraget
fluoreshencén e dhéne nga kelati i Europiumit. Lakorja 2 paraget fluoreshencen e fonit.

Né tabelén e meposhtme jepen kohet e rénies té impulsit té fluoreshences (t1/2) té disa
proteinave té serumit, disa traciantéve fluoreshente klasike dhe té kelateve te Europiumit.

Tabela Nr.5 Koha e rénies sé sinjalit té fluoreshencés pér disa substanca
fluoreshente dhe disa proteina thelbésore té organizimit.

Substanca Koha e rénies sé sinjalit
né ns
Albumina e serumit té njeriut 4.1
Citokromi C 35
Hemoglobina 3.0
Izotiocianati i fluoreshines 4.0
Kloruri i dansilit 14
Kelatet e Europiumit 103-10°

Koha e rénies sé sinjalit té fluoreshencés (zvoglimit té tij) dhe intensiteti i fluoreshencés
té Europiumit (Eu) jané né varesi té forte nga lidhjet kimike, gé kelatojne Europiumin
dhe nga ambienti fizik rreth jonit t& Europiumit (Eu %), i cili emeton rrezatimin
fluoreshent.

Pérderisa emisioni i rrezatimit té fluoreshencés e ka origjinén nga joni i Europiumit,
lidhjet organike, té cilat e garkojne kété jon, kane njé funksion shumé té réndésishém né
progesin analitik global.

Pér té shpjeguar rrezatimin fluoreshent té njé ketali té Europiumit éshté propozuar njé
model, i cili pérbéhet nga kater faza.

a. Eksitimi me ané té rrezatimit i lidhjes organike.

b. Bashkéveprimi brenda sistemit midis lidhjes sé eksituar (energjia e eksitimit do té
kaloje nga gjendja e eksituar e njé singoleti né gjendjen e eksituar te njé tripleti té
lidhjes).
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c. Transferimi brenda molekular i energjise (energjia do té transferohet nga gjéndje
e eksituar e njé tripleti té njé lidhjeje, ne nivelet e rezonances té jonit europium).

d. Emisioni i rrezatimit fluoreshent nga ana e jonit Europium.

Spektri 1 emisionit té fluoreshencés té jonit Europium éshté njé karakteristike e vete
jonit metalik. Pérsa i pérket emetimit dhe intensitetit té fluoreshencés kemi njé varesi
té tyre nga mjedisi gé rrethon jonin, duke pérfshiré ketu dhe vetite fiziko-kimike té
lidhjes.

Modifikimet e ketij mjedisi rreth jonit Europium do té ndikojne né emértimin dhe
intensitetin e fluoreshencés.

Shumé tipe té “B-diketoneve”R1-C-CH2-C-R2) jané né gjéndje té kelatojne jonet
Eu® 1.

O O

si dhe kane veti karakteristike pér eksitim. Kur ndryshojne grupet Rldhe R2,
ndryshon gjithashtu intensiteti i fluoreshencés sé emetuar. Intensiteti i fluoreshencés
ndikohet gjithashtu dhe nga natyra kimike e solventit gé rrethon kelatin e jonit
Europium. Né tretésira ujore vihet re njé “quenching” gé shkakton njé humbje té
energjisé, né formen e nxehtésise nga kompleksi i eksituar né molekulat e ujit, qé e
rrethojne. Pér té shmangur kété dispersion té energjisé pérdoren detergjente jo-jonike
(psh “Triton x-100”. Kéta detergjente tresin né fazen micelare pérbérsin organik pak
té tretshém dhe largojne nga afersia e kelatit té jonit Europium molekulat e ujit.
Izolimi i kompleksit fluoreshent nga molekulat e solventit mund té béhet shumé miré
duke shtuar né mjedisin analitik oksid té trictifosfinés.
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Né figuren e méposhtme jepet skema e plote e gjithé procesit.

Figura 11, Dozimi “TR-FIA” gé pérdor kelate té Europiumit (Eu) té tretur né
micela té “Triton x”.

a) Njé micele e pérbére nga molekula té “Triton x-100” me numér asociacioni rreth
140, ne té cilen éshté tretur kelati i Europiumit fluoreshent.

b) Forme e mundeshme e kelatit te Europiumit, t& pérbére nga njé jon Europium, tre
molekula te”2-naftoiltrifluoroaceton” dhe dy molekula té “oksid i tre (n-otil)
fosfine”, gé shérben si njé tretés né strukturén e “Triton x-100”.
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Kur kushtet analitike t&é metodés jane optimale dhe pér matje pérdoret teknologjia
“TR” (Time-Resolved) Europiumi mund té matet né njé interval pérgéndrimesh, gé
ndryshon nga 5*10%* deri n& 10" mol/l.

Né kéto kushte teknikat “TR-FIA” tentojne té kapin njé ndjeshméri analitike té
ngjashme me até té teknikave té “RIA” dhe “IRMA” té cilat pérdorin gjurmues té
markuar me jod radioaktiv 125 J.

Pérparésite dhe mangésite e dozimeve fluoroimunokimike “FIA” jepen si mé poshte.
Pérparesite e metodés “FIA”

a. Diapazon i gjéré i pércaktimit té substancave né léngjet biologjike, duke pérdorur
fluoroflorin me té pérshtatshém.

Aparature relativisht e thjeshté.

Precizion dhe ndjeshméri analitike e larte.

Reagente ekonomike dhe té géndrueshém.

Metoda té zbatuara né sisteme homogjene dhe hetrogjene.

® oo o

Mangésite
a.Interferenca nga fluorofort endogjen, té pranishem né materialin biologjik.
b.Humbje “Quenching” e sinjalit optik.

c.Interference e lidhjeve jo specifike.
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KAPITULLI | TRETE
Pjesa eksperimentale

3. PERCAKTIMI | CEA ME METODEN E IMUNOFLUORESHENCES NE
PLLAKE NITROCELULOZE DHE KRAHASIMI | SAJ ME METODEN
KLASIKE ELISA.

3.1 Metodat analitike pér pércaktimin e CEA né serumin e gjakut, jané té
shumta. Ndér to po pérmendim:

- Metodat radioimunologjike

Kjo metodé bazohet né pérdorimin e radioizotopéve radioaktive. Si rrjedhojé e pronésisé
sé rrezatimeve radioaktive, kjo metodé pérdoret gjithmoné e mé pak né laboratoret
mjekésor.

- Metoda e kemiolumineshencés

Kjo metodé, pérdoret né laboratoret gé kryejné njé numér té madh analizash, pasi ka njé
shkallé shumé té larté automatizimi.

- Metoda ELISA.

Kjo metodé éshté metoda klasike, pér pércaktimin e pérgendrimit té markuesve tumoralé
né serumin e gjakut. Kjo metodé éshté e sakté, dhe mund té pérdoret, né ményre manuale,
gjysém automatike dhe krejtésisht automatike. Kjo metodé zgjat né kohé dhe pér cdo seri
matjesh, kérkon pérdorimin e lakores sé kalibrimit, gé rrit koston e saj analitike.

Skema analitike e metodés ELISA éshté si vijon:

Molekulat e imobilizuara té antikorpit specifik
+
Antigenet e markuesit tumoral né serum
l

Kompleksi antigen- antikorp- konjugat enzimatik
l
Larje me bufer
+
Substrat
+
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Tretésire stopuese
l

Formim i produktit té ngjyrosur
l

Matje né mikro spektrofotometrin ELISA.

Intensiteti i ngjyrés sé formuar éshté né pérpjestim té drejté, me pérgéndrimin e markuesit
tumoral, té pranishém né serumin e gjakut.

- Metoda e imunofluoreshencés sé polarizuar .
Kjo metodé éshté e sakté, totalisht e automatizuar, por ka kosto té larté ekonomike.

Kohét e fundit po pérdoret né praktikén laboratorike, njé variant novator i késaj metode,
imunofluoreshencés né pllaké nitroceluloze. Né kété metodé analitike, pérdoret teknika
sandwich e dedektimit. Né fazén e paré bufferi i dedektimit, i pranishém né pocetén
analitike, pérzihet me serumin e gjakut, ku ndodhet CEA, né trajtén e antigenit.
Antikorpet analitiké anti-CEA té markuar né ményre kovalente me njé bashkédyzim
fluoreshent (té pranishém né bufferin e dedektimit) lidhen me antigenét e CEA. Kjo
pérzierje analitike hidhet né sistemin e migrimit, i cili pérfagésohet nga njé pllaké
(matrik) nitroceluloze me kapilaré uniformé. Né kété sistem gjéndet njé bashkési
antikorpesh té CEA, té imobilizuar né rrjetén e kapilaréve uniformé. Pérzierja analitike
duke migruar né sistemin kapilar té pllakés sé nitrocelulozés kapet nga antikorpet anti-
CEA té imobilizuar, duke formuar njé sistem té modelit Sandéich. Ky kompleks i
nénshtrohet rrezatimit analitik, si rrjedhojé e té cilit lind rrezatimi i fluoreshencés.
Intensiteti i rrezatimit té fluoreshencés, éshté né pérpjestim té drejté, me pérgéndrimin e
CEA, né serumin e gjakut. Pérparsia e késaj metode, ka té béjé me faktin, gé lakorja e
kalibrimit, éshté e gatshme, né cipin parametrik, t€ pranishém né kitin analitik. Kjo ul né
menyré té dukshme, koston ekonomike té analizés, dhe kohén e realizimit té saj. Metoda
éshté shumé e pérshtatshme pér gellime depistimi.

3.2 Pércaktimi i CEA, me metodén e imunofluoreshencés né pllaké nitroceluloze, né
30 subjekte, té shendoshé.

Eshté shumé e réndesishme, té dihet intervali i vlerave normale pér ¢cdo analizé mjeksore.
Njé gjé e tillé, &shté e domosdoshme per njé interpretim sa mé té sakté té té dhénave
laboratorike. Sipas rekomandimeve té IFCC (International Federation of Clinical
Medicine) ¢do laborator mjeksor né pérputhje me teknologjiné gé zotéron dhe kushtet e
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popullatés, gé mbulon, duhet té pércaktojé intervalin e tij té vlerave normale. Pér té
nxjerré intervalin e vlerave normale me metodén e imunofluoreshencés né pllaké
nitrocelulozé, né kushtet e laboratoreve tona u progedua si mé poshté.

3.3 Pérfitimi i materialit biologjik pér analizé, dhe metoda analitike e pérdorur.

U pérzgjodhén 30 subjekte té shéndoshé, jo duhanpirés. Tek kéta subjekte, né tuba me
xhel aktivizues, u mor gjak me ané té punktimit, né venoz. Tubat u lané pér 10 minuta, né
temperaturé ambienti, pér tu formuar kuaguli i kug. Pas késaj tubat u centrifuguan pér 10
minuta me shpejtési rrotullimi 3000 rrot/min. Né kété ményré u pérftuan mostra té pastra
serumi, té pérshtatshme pér té matur pérgéndrimin e CEA, né kété grup subjektesh té
shéndoshe. Pér pércaktimin e CEA u pérdor njé kit me imunofluoreshencé né pllaké
nitroceluloze t& modelit i- Chroma.

Pérbérja analitike e kétij Kiti éshté:
- 25 poceta analitike me buffer dedektimi té CEA.

Bufferi i dedektimit pérmban antikorpe anti humane ndaj CEA té lidhur (markuar) né
ményré kovalente, me njé bashkédyzim fluoreshent. Né bufferin e dedektimit, jane
gjithashtu té pranishém antikorpe 1gG té serumit té lepurit.

- 25 pllaka nitroceluloze, pér progesim e migrim.
Né rrjetén kapilare ndodhen antikorpe anti-CEA dhe antikorpe IgG té serumit té lepurit.
- Cipi analitik (chip) pér metodikén analitike té pércaktimit té CEA.

Né kété cip, g¢ montohen né mikrofluorometrin gé realizon matjet e fluoreshencés,
ndodhen té gjitha té dhenat analitike té metodés té pércaktimit t& CEA, duke pérfshiré
dhe lakoren e kalibrimit, gé éshté e vlefshme pér kété kit analitik. Procedura analitike e
pércaktimit t¢ CEA, me metodén analitike té lartpérmendur, kalon népér kéto etapa.

1- Né mikrofluorometér vendoset cipi (chipi) analitik, me té dhénat parametrike té
metodés, pér pércaktimin e CEA. Ndér kéto té dhéna éshté dhe lakorja e
kalibrimit.

2- Pocetat analitike, me bufferin e dedektimit, t¢ CEA, nxirren nga frigoriferi dhe
lihen té paktén pér 10 minuta, gé té marrin temperaturén e dhomeés.

3- Né cdo poceté shtohen 150 pl serum gjaku. Pérzihet miré pérmbajtja e pocetés.
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4- Nga pérzierja analitike e pocetés merren 75 pl perzierje dhe kalohet né té
thelluarén migruese, té pllakés té nitrocelulozés. Pllaka lihet pér inkubim, 12
minuta né tempraturé dhome.

5- Lexohet fluoreshenca e pllakés sé nitrocelulozés, né mikrofluorometér. Madhésia
e intensitetit té fluoreshencés, népérmjet lakores sé kalibrimit, gé ndodhet né ¢ipin
(chip) parametrik té CEA, konvertohet né pérgéndrim té CEA, né serumin e
gjakut. Me metodén e mésipérme, u percaktua pérgéndrimi i CEA, né serumin e
30 subjekteve té shéndoshé. U pérdor kiti analitik i-CHROMA CEA dhe matjet u
béné né lexuesin e fluoreshencés i-CHROMA Reader System.

Té dhénat e fituara jepen né tabelén Nr 6.

Tabela Nr.6. Pérgéndrimi i CEA, né serumin e gjakut, té 30 subjekteve té
shéndoshé&, matur me metodén e imunofluoreshencés né pllaké nitroceluloze.

1 1.40
2 1.42
3 2.90
4 2.95
5 1.60
6 1.62
7 3.10
8 3.15
9 2.69
10 2.71
11 3.46
12 3.50
13 5.00
14 5.09
15 4.30
16 4.27
17 2.80
18 2.89
19 3.10
20 3.15
21 5.20
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22 5.29
23 2.75
24 2.80
25 3.05
26 2.95
27 2.84
28 5.50
29 2.10
30 244

Té dhénat e tabelés Nr.6. u pérpunuan statistikisht. U llogarit vlera mesatare x, shmangia

standarte, deviacioni standart D.S (8) si dhe intervali

pérpunimi statistikor, paragiten né tabelen Nr.7.

x +28. Té dhénat e fituara nga

Tabela Nr.7, Vlerat normale t&¢ CEA, matur me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé, né kushtet e laboratoreve tona.

Pérgéndrimi i . Vlera Shmangia .
.. . Numri i Intervali
antigenit karcino- Focteve Tl mesatare x standarte §£26
embrionar ng/ml D.S () -
Rezultatet e CEA té
matura me
imunofluoreshencé 30 3.2 1.18 0.84 - 5.56
pér subjekte
normale
Vlerat normale té
CEA, té cituara né 30 2.5 1.25 0-5
literaturé

Nga té dhénat e tabelés, shihet garte, qé vlerat normale té CEA, pércaktuar me metodén e
imunofluoreshencés, jané té péraferta me ato vlera, qé citohen né literaturé. Ka njé
ndryshim, né kufijté e sipérm té intervaleve té vlerave normale.
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3.4. Pércaktimi i vlerave normale t¢é CEA, me metodén ELISA, né kushtet e
laboratoreve tona

Tek té njéjtét subjekte té shéndoshé, ku u pércaktua pérgéndrimi i CEA me metodén e
imunofluoreshencés, né pllaké nitroceluloze, u bé dhe pércaktimi i CEA me metodén
ELISA. U pérdor njé kit ELISA Klasik, i firmés Diametra, pér pércaktimin e CEA né
serumin e gjakut. Matjet e densitetit optik u béné né mikrospektrofotometrin automatik
HUMAN READER HS.

Pérbérja analitike e Kitit &shté si vijon.

- Poceta mikrotitrimi pér metoden ELISA me streptaviding, té imobilizuar né
ményre kovalente, né paretet e brendéshme té fazés solide té pocetave.

- Seria e tretésirave standarte, me pérgéndrim té njohur té€ CEA.

Standard 0 0 ng/ml
Standard 1 5 ng/ml
Standard 2 10 ng/ml
Standard 3 25 ng/ml
Standard 4 50 ng/ml
Standard 5 250 ng/ml.

Kjo seri tretésirash standarde , &shté e nevojshme, pér té ndértuar lakoren e kalibrimit.
- Konjugati enzimatik.

Ky reagent pérmban antikorpe anti- CEA té lidhur né ményré kovalente me biotiné dhe
antikorpe anti — CEA té lidhur né ményré kovalente me HPR (peroksidazé).

- Tretésiré larése (wash solution).

Tretésira e mésipérme éshté koncentrat pér té pregatitur 1000 ml tretésire larése.
Koncentrati é&shté buffer kripor MOPS me pérgéndrim 5 mol/l.

- Substrat Reagent A.
Pérbéhet nga:
3,3". 5,5 tetrametil benzidiné (TMB ) 1 g/l.

Buffer sodium acetat 0.05 mol/I.
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Substrat Reagent B.

Pérbéhet nga:

Peroksid hidrogjeni 0.8 g/l

Buffer acetat natriumi 0.05 mol/I.

Tretésiré stopuese e reaksionit.

Acid sulforik H2SO4 0.5 mol/l.

Pér té pregatitur substratin analitik pérzihen né volume té barabarta substrati A dhe
substrati B.

Metodika analitike pér pércaktimin e CEA né serum, me Kitin e mésipérm, u zhvillua
sipas kétij protokolli.

Merren 12 poceta pér standardet. Cdo standard matet me 2 paralele (dublikaté)
pér té siguruar njé lakore kalibrimi sa mé té sakté. Merren aqg poceta sa analiza té
CEA, do té realizohen. Pocetat dhe seria e tretésirave standarde lihen té paktén
pér 10 minuta, né temperaturé dhome. Pocetat vendosen, né pllakén e
mikrotitrimit té pranishme né Kit.

Né cdo poceté hidhet me pipeté automatike nga 25 pl standard nga seria e
tretésirave standarde si dhe nga 25 pl serum nga serumet, gé do té analizohen, pér
té pércaktuar pérgéndrimin e CEA. Mé pas né ¢do poceté shtohet nga 100 ul
konjugat enzimatik. Pérmbajtja analitike e pocetave pérzihet me ané té rotacionit
horizontal té pllakés té mikrotitrimit. Seria e pocetave, mbulohet me leter adezive.
Pocetat inkubohen pér 1 oré, né temperaturé dhomé 20°-25° C.

Shplahen pocetat 3 heré me nga 0.3 ml (300 p) tretésiré larése dhe thahen.

Né cdo poceté shtohet nga 100 pl tretésiré substrati e pregatitur (1 volum substrat
A + 1 volum substrat B). Pérzihen me ané té rotacionit horizontal té pllakés sé
mikrotitrimit. Lihen né inkubim pér 15 minuta né temperature dhome 20 © - 25©°
c. Gjate késaj kohe ndodh reaksioni kolorimetrik né poceté dhe formohet njé
ngjyré blu.

Né cdo poceté pipetohet nga 100 pl tretésiré stopuese e reaksionit. Reaksioni
ndérpritet dhe ngjyra e pocetés, kalon nga blu né té verdhé. Pérzihen pocetat me
ané té rotacionit horizonal té pllakés té& mikrotitrimit.

Maten absorbancat (densitetet optike) e pocetave mé mikrospektrofotometrin
ELISA. Duke ju referuar lakores sé kalibrimit llogariten pérgéndrimet e antigenit
karcinoembrional né mostrat e analizés. Né figurén Nr.12, paraqgitet lakorja e
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kalibrimit, pér pércaktimin e pérgéndrimit té antigenit, karcinoembrionar, me
teknologjine e lart pérmendur.

—4—"Seriesl

0 50 100 150 200 250 300

Figura 12, Kurba standarte e CEA

Té dhénat e fituara pér pérgéndrimin e CEA né serumin e 30 subjekteve té shéndoshé
paragiten né tabelén Nr.8.

Tabela Nr.8, Vlerat e CEA té matura me metodén ELISA, né 30 subjekte té

shéndoshé.

2.5
2.6
0.4
0.5
4.4
45
2.6
2.5
2.4

OO ND|ODWIN -
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10 2.35
11 <5
12 3.4
13 2.6
14 2.9
15 0.6
16 0.5
17 2.7
18 5.0
19 5.1
20 0.4
21 0.5
22 2.9
23 2.8
24 2.7
25 2.5
26 2.6
27 0.6
28 0.3
29 3.0
30 3.2

Té dhénat e fituara né tabelén Nr.8, u pérpunuan nga ana matematiko-statistikore u
llogarit mesatarja aritmetike ¥, shmangia standarte 6 (D.S) si dhe intervali x+23.

Té dhénat e fituara pargiten né tabelén Nr.9.

Tabela Nr.9, Vlerat normale té CEA, té nxjerra nga matjet né 30 subjekte té
shéndoshé me metodén ELISA.

. Numri i Vlera .
Emértimi i ) Shmangia .
.. rasteve mesatare x Intervali x +26.
analizés standarte &
ng/ml

Pérgénrdimi i

CEAne 30 30 2.4 1.1 0.2-4.6
subjekte té

shéndoshé
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Vlerat normale té
CEA té cituara né 30 2.5 1.25 0-5.0
literaturé

Tabela Nr.9, vé né dukje, gé intervali i vlerave normale té CEA, pércaktuar me metodén
ELISA, né kushtet e laboratoreve tona, ndryshon pak, né krahasim me intervalin e
vlerave normale, gé citohet né literaturé.

3.5 Krahasimi i metodés sé imunofluoreshencés né pllaké nitroceluloze me metodén
ELISA

Metoda ELISA éshté metoda klasike pér matjen e pérgéndrimit té antigenit
karcinoembrionar CEA. Pér kété arsye bémé njé krahasim midis metodés ELISA dhe
metodés imunofluorometrike né pllaké acetat celuloze. Pér té realizuar kété eksperiment
u bé fillimisht pércaktimi i CEA, me té dy metodat né pacienté apo subjekte normale.
Matjet me metoden ELISA u béné me njé kit analitik ELISA pér matjen e CEA, té
firmés Human (Germany). Leximet e mostrave analitike u realizuan né lexuesin
automatik Human Reader HS. Matjet me metodén e imunofluoreshencés né pllaké
nitroceluloze, u béné me ané té teknologjisé i-CHROMA. Numeri i matjeve pér ¢do
metodé, pér subjekte té shéndoshé éshté 20. Té dhénat e fituara jepen né tabelén e
méposhtme Nr.10.

Tabela Nr.10, Té dhénat e pérgéndrimit t¢ CEA né 20 subjekte té shéndoshg, té
pércaktuara me metodén ELISA dhe metodén e imunofluoreshencés, né pllaké
nitrocelulozé.

Nr Vlerat e CEA me Vlerat e CEA me
metodé ELISA ng/ml | medodén i- CHROMA

ng/ml

1 1.0 1.42

2 1.2 1.62

3 2.5 2.95

4 2.65 3.10

5 2.25 2.69

6 3.0 3.46

7 4.6 5.09

8 3.8 4.27
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9 2.45 2.89
10 2.70 3.15
11 4.8 5.29
12 2.35 2.80
13 2.60 3.05
14 2.50 2.95
15 2.60 3.05
16 2.4 2.84
17 5.0 5.50
18 1.7 2.10
19 4.7 5.09
20 2.0 244

Té dhénat e tabelés Nr.10, u pérpunuan nga ana statistikore. U llogarit vlera mesatare X,
shmangia standart D.S (8), koeficenti i korelacionit r, ekuacioni i regresionit i formés y=
ax+b, dhe T-testi. Té dhénat e fituara jepen né tabelén Nr.11.

Tabela Nr.11, Krahasimi i metodés ELISA me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé, pér pércaktimin e CEA né serumin e gjakut.

Numri i B STHITE Parametra té
Metoda analitike mesatare x standarte & ..
rasteve n tjere
ng/ml ng/ml
Metoda analitike Koeficenti i
ELISA 2 i, L korelacionit
r=0.99
Metoda analitike e EkuaC|_on|. !
imunofluoreshencés regresionit
6 ollaké 20 3.2 1.18 y=1.02x-0.4
) P . T-Testi
nitrocelulozé
tilog <ttab
p>0.05

Té dhénat e tabelés Nr.11, tregojné gé nuk ka asnjé ndryshim statistikisht té besueshém
pér pércaktimin e CEA, né serumin e gjakut me té dyja metodat. Midis dy metodave ka
njé korelacion shumé té miré (r=0.99) dhe T-testi (T-testi student) vé né dukje se midis
dy metodave nuk ka asnjé ndryshim statsistikisht té besueshém ( P>0.05). Kjo do té thoté
gé té dyja metodat jané té njéviefshme pér pércaktimin e CEA né serumin e gjakut. Qé
njé metodé analitike té jeté e besueshme né praktikén mjeksore, metoda duhet té zotérojé
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saktésiné e duhur dhe pér vlerat e larta patologjike. Pér kété arsye u béné matje paralele
té pérgéndrimit t¢ CEA, me té dyja metodat. Matjet u béné né serumin e gjakut té 20
pacientéve me patologji malinje té konfirmuar, té cilét i nénshtroheshin mjekimit. Pér
realizimin e matjeve me metodén ELISA, u pérdor njé kit analitik i firmés Diametra.
Matjet u béné duke u mbéshtetur né lakoren e kalibrimit, té ndértuar me njé seri
tretésirash  standarte me pérgéndrime té njohura. Matjet me metodén e
imunofluoreshencés u béné me njé kit analitik i-CHROMA CEA. Matjet e
imunofluoreshencés jané béré me lexuesin e fluoreshencés i-CHROMA. Té dhénat e
fituara jepen né tabelén Nr.12.

Tabela Nr.12, Krahasimi i metodés ELISA dhe metodés imunofluorometrike né
pllaké nitrocelulozé pér pércaktimin e CEA né serumin e gjakut me patologji
malinje

Metoda ELISA | Metodae
Nr imunofluoreshencés
ng/ml

ng/ml
1 5.0 5.5
2 7.0 75
3 9.0 9.6
4 3.0 35
5 14.0 14.7
6 500.0 510.0
7 15.0 16.0
8 35.0 37.0
9 42.0 43.2
10 24.0 25.0
11 60.0 62.0
12 45.0 46.1
13 40.0 41.2
14 6.0 6.62
15 4.0 4.48
16 51.0 52.4
17 60.0 63.0
18 80.0 82.0
19 15.0 16.0
20 55.0 56.5

Matjet e paragitura né tabelén e mésipérme u pérpunuan statsistikisht. Té dhénat e fituara
paragiten né tabelén Nr.13.
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Tabela Nr.13, Krahasimi i metodés ELISA dhe metodés imunofluorometrike né
pllaké nitrocelulozé pér pércaktimin e CEA né serumin e gjakut me patologji

malinje.
.. Vlera .
Metoda analitike Numri 1 mesatare x Sl e T-testi
rasteve n standarte
ng/ml
Metoda analitike
R=0.96
ELISA 20 53.5 108
Metoda analitike e
|munofl!uoresrjences 20 5515 110
né pllaké
nitrocelulozé p>0.05

Tabela Nr.13, krahasimi i dy metodave né pércaktimin e CEA, né patologji malinje. Té
dhénat e tabelés véné né dukje se dhe né rastet patologjike, ku vlerat e CEA jané té larta,
metodat e mésipérme analitike jané té njévlefshme. Metoda klasike ELISA &shté e
pérshtatshme pér tu pérdoruar né ato raste kur numri i mostrave qé analizohen éshté i
madh dhe justifikon bérjen e lakores sé kalibrimit. Metoda e imunofluoreshencés pérdoret
né raste té vecanta apo depistime.
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KAPITULLI | KATERT

4 PERCAKTIMI I ALFAFETOPROTEINES ME METODEN E
IMUNOFLUORESHENCES NE PLLAKE NITROCELULOZE

4.1 Biokimia e alfafetoproteinés

Alfafetoproteina bén pjes€é né proteinat e serumit dhe pikérisht né familjen e a-
globulinave. Nga kéndvéshtrimi biokimik alfafetoproteina (AFP) éshté njé glikoproteiné
me peshé molekulare 70 KDa (Kilodalton).

Alfafetoproteina sintetizohet né gelizat hepatocitare té meélcsé dhe gjaté zhvillimit té
fetusit. Alfafetoproteina éshté e pranishme né gjakun maternal dhe né Iéngun amniotik,
pérderisa ajo sekretohet né serumin fetal. Njé rritje e madhe e pérgéndrimit té
alfafetoproteinés né serumin e gjakut, vihet re né disa patologji malinje. Ndér kéto
sémundje malinje mé té spikaturat jané:

- Karcinoma primare hepatocelulare.
- Kanceri testikular jo semiomatoz.

Né kéto patologji malinje, pérgéndrimi i alfafetoproteinés né serumin e gjakut mund té
kalojé pérgéndrimet 1000 ng/ml. Studime té shumta kané véné né dukje se 70% deri 90%
e pacientéve me karcinomé hepatocelulare primare dhe kancer testikular kané vlera
shumé té larta, té pérgendrimit té alfafetoproteinés né serumin e gjakut. Rritje té
moderuara té pérgéndrimit té alfafetoproteinés né serumin e gjakut takohen gjithashtu né
njé numér té kufizuar pacientésh me patologjité e méposhtéme.

- Kancere té traktit gastrointestinal.

- Hepatitet virale.

- Hepatitet aktivé kronike.

- Cirrozat e mélcisé, me natyré alkolike.
- Adenokarcinoma e mushkérive.

- Adenokarcinoma e pankreasit.

- Adenokarcinoma e témthit.

Pércaktimi i pérgéndrimit t&¢ AFP, né serumin e gjakut, ka njé vleré té madhe pér
monitorimin e patologjive té mésipérme, pas trajtimit té tyre mjeksor.
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4.2 Metodat e pércaktimit té alfafetoproteinés né serumin e gjakut

Metodat e pércaktimit té alfafetoproteinés né serumin e gjakut bazohen né reaksionin
analitik imunologjik antigen-antikorp. Né varési té teknikés sé dedektimit t& numrit té
cifteve té formuara antigen- antikorp, kéto metoda mund té klasifikohen.

- Metoda radioimunologjike.

- Metoda imunoenzimatike ELISA.
- Metoda e imunofluoreshencés.

- Metoda e kemiolumineshencés.

Kohet e fundit, né praktikén e biokimisé klinike, sidomos né laboratoret e vegjel, po
pérdoret metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitroceluloze. Kjo metodé éshté njé
variant i metodave analitike t& kimisé sé thaté (Dry Chemistry). Metoda ka disa pérparési.
Ajo éshté e thjeshté, e shpejté, ekonomike dhe lakoren e kalibrimit e ka té gatshme, né
njé cip (chip) prametrik, i cili i bashkéngjitet aparatit matés. Né kété metodé AFP matet
me teknikén e imunodedektimit té tipit sandwich. Né pocetén analitike té Kitit ndodhet
bufferi i dedektimit. Né buferin e dedektimit ndodhen antikorpet anti-AFP. Kéto
antikorpe anti-AFP jané té lidhur né ményré kovalente me njé bashkédyzim me veti
fluoreshente. Né serumin e gjakut ndodhen molekulat e AFP gé do té pércaktohen. Kéto
molekula jané gjithmoné né rolin e antigenit. Kur serumi i gjakut, i cili pérmban antigenet
e AFP, hidhet né pocetén e bufferit t& dedektimit, ndosh reaksioni antikorp-antigen. Si
rrjedhojé e ketij reaksioni formohet kompleksi analitik i méposhtém antigen-antikorp anti
AFP- bashkédyzim fluoreshent. Ky kompleks gé ndoshet né pocetén e buferit té
dedektimit kalohet né kavitetin e migrimit té pllakés sé nitrocelulozés. Pllaka e
nitrocelulozés pérmban njé bashkési mikrokapilarésh homongjen, né paretet e brednshme
té té ciléve jané fiksuar né trajté té imobilizuar ¢ifte antikorpesh anti AFP té afté pér té
realizuar teknikén Sandwich. Kur pérzierja serum-bufer dedektimi hidhet né kavitetin e
migrimit té matriksit té nitrocelulozés, né veprimin e forcave té kapilaritetit do té fillojé
nitrimin e saj né rrjeten kapilare. Né fund t& migrimit formohet njé kompleks analitik me
veti fluoreshente. Intesiteti i fluoreshencés i kompleksit analitik é&shté né pérpjestim té
drejté me pérgéndrimin e AFP né serumin e gjakut. Duke ju referuar lakores sé kalibrimit
gé ndeshet né ¢ipin (chip) parametik té instaluar né mikrofluoremetér.
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4.3 Pérbérja e Kkitit analitik pér pércaktimin e AFP me metodén e
imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé

Kiti analitik pér pércaktimin e alfafetoproteinés me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé pérbéhet nga elementét e méposhtém:

25 Kartrixhe analitike. Cdo kartrixh analitik pérmban njé pllaké nitroceluloze, qé
pérmban njé rrjet kapilarésh uniformé. Né paretet e brendshme té c¢do
mikrokapilari jané fiksur antikorpe anti-AFP nga serumi i miut dhe IgG me
origjiné nga serumi i lepurit. Kéto antikorpe jané fiksur né trajté té imobilizuar.
Bufferi i dedektimit ndodhet i vendosur né 25 poceta analitike té posagme ku do
té zhvillohet reaksioni antigen-antikorp. Bufferi i dedektimit pérmban antikorpe
anti-AFP me natyré humane dhe té markuar me bashkédyzim fluoreshent.
Gjithashtu né buferin e dedektimit pérmbahen, antikorpe IgG me origjiné nga
serumi i lepurit té markuar me bashkédyzim fluoreshent.

Cipi (chip) prametrik gé pérmban programin analitik, pér matjen e AFP me metodén e
imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé. Né kété program ndodhen gjithashtu dhe
lakorja analitike e kalibrimit gqé vendos lidhjen e gjeometrike midis pérgéndrimit t¢ AFP
dhe intesitetit té fluoreshenencés. Metodika analitike pér pércaktimin e AFP né kété kit
éshté si vijon:

Nxirret poceta me buferin e dedektimit dhe lihet né ambjent té pakten pér 10
minuta pér té marré temperaturén e dhomés.

Hapet amballazhi i njé pllake nitrocelulozé dhe vendoset mbi njé sipérfage
horizontale.

Ndizet mikrofluorometri i-CHROMA dhe né té vendoset ¢ipi parametiki matjes sé
AFP.

Né pocetén analitike gé pérmban bufferin e dedektimit shtohen 15 mikroliter
serum gjaku.

Pérzihet miré pérmbajtaj e pocetés analitike pér t€ homogjenizuar sa mé miré
pérmbajtjen e saj.

Nga pérmbajtja e pocetés analitike merren 75 ul pérzierje analitike dhe kalohet né
pozicionin e migri it té pllakés té nitrocelulozés.

Pllaka e nitrocelulozés lihet pér 15 minuta né temperature dhome, gé té
pérfundojé reaksioni analitik imunologjik i tipit Samdéich.

Vendoset pllaka e nitrocelulozés né mbajtésin e mikrofluoremetrit dhe aktivizohet
maja.

Aparati lexon fluoreshencén e krijuar dhe jep né ekran pérgéndrimin e AFP né
ng/ml.
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4.4 Studimi i pregizionit té kitit i-CHROMA pér matjene pérgéndrimit té AFP né
serumin e gjakut

Qé njé metodé analitike laboratorike, té jeté e besueshme duhet qé precizioni i saj té jeté i
larté. Njé gjé e till ndodhe atéhere kur né matjet pralele brénda serisé (intra-assay) dhe
jashté serisé (inter-assay), koefigenti i variancionit éshté mé i vogél sesa 5 % (C.V.< 5%)
pér té llogaritur kété koeficent variacioni u progedua né kété ményré.

- U pérzgjodhen tre kontrolle me pérgénrime té njohura té AFP dhe pérkatésisht me
pérgéndrime 20 ng/ml, 80 mg/dl, 175 mg/dl. Pér saktésin brenda serisé kéto
kontrolle u matén brenda dités né 10 matje paralele. Pér saktésin jashté serise
(precizionin) kontrollet e mésipérme u matén njé heré né dité, pér 10 dité té
njépasnjéshme. Té dhénat e fituara u pérpunuan statistikisht duke Ilogaritur vleren
mesatare x, deviacionin standart D.S, dhe mé pas koeficentin e variacionit C.V me
ané té formulés C.V %=D.S x 100

Té dhénat e fituara jepen né tabelén Nr.14.

Tabela Nr.14, studimi i precizionit t&é metodés pér matjen brénda serisé dhe jashté
Serisé.

. . Jashté serisé (Inter-
o Brénda serisé (Intre-assay)
Pérgéndrimet assay)
e AFP né tre .| Koeficenti
.| Shmangia :
kontrollet Mesatarja i X
) standarte .. DS | cv%
ng/ml x ng/ml variacionit | ng/mil
D.S
c.v%
20 195 1.05 5.3 20.4 1.08 5.2
80 79.0 3.4 4.3 81.6 2.6 3.1
175 180.0 4.6 2.5 182.0 5.3 2.9

Té dhénat e tabelés Nr.14, tregojné se precgizioni i metodés éshté i miré dhe rritet me

rritjen e pérgéndrimit té AFP né serumin e gjakut.
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4.5 Pércaktimi i vlerave normale t¢ AFP, matur né serumin e gjakut me metodén e
imunofluoreshenés né pllaké nitrocelulozé.

Né instruksionin, gé shogéron kitin analitik thuhet gé vlerat normale t& AFP né serumin e
gjakut né kété teknologji variojné nga 0-10.9 ng/ml. Megjithaté né kété instruksion
theksohet gé cdo laborator né pérputhje me popullatén, gé mbulon duhet té pércaktojé
intervalin e vlerave normale. Pér kété arsye ne matém pérgéndrimin e AFP, né serumin e
gjakut té 30 subjekteve té shéndoshé. Pércaktimet u béné né mostrat e gjakut venoz, té
subjekteve té shéndoshé me vlera normale té enzimave hepatike dhe pankreatike. Matjet
u béné né mikrofluoremetrin i-CHROMA. Té dhénat e fituara paragiten né tabelén e
méposhtme Nr.15.

Tabela Nr.15, Pércaktimi i matjeve té pérgéndrimit t&¢ AFP né serumin e gjakut té
30 subjekteve té shéndoshé.

Nr Pérgéndrimi i
AFP né
subjekte té
shéndoshé
ng/mi
1 3.5
2 3.3
3 5.6
4 5.9
5 6.0
6 4.8
7 6.2
8 9.6
9 6.5
10 5.3
11 9.2
12 7.0
13 4.2
14 9.8
15 4.7
16 3.2
17 8.6
18 9.5
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19 6.8
20 3.1
21 5.0
22 9.0
23 5.6
24 9.1
25 3.7
26 5.3
27 6.9
28 7.2
29 8.8
30 5.3

Té dhénat e tabelés Nr.15, u pérpunuan statistikisht duke llogaritur vlerén mesatare ,
shmangien standarte D.S si dhe intervalin 3 £26 (2 D.S). Té dhénat e kétij pérpunimi
jepen né tabelén Nr.16.

Tabela Nr.16, Pérpunimi statistikor i pérqgéndrimit té AFP, né 30 subjekte té
shéndoshé, si dhe krahasimi me té dhénat e katalogut té Kitit.

Numri i Vlera : Intervallx
Emértimi TR mesatare x Shmangia 26 pér verat
standarte D.S normale té
n ng/mi AFP ng/ml
Pérgénrdimi i
AFP, né subjekte
té shéndoshé né 30 6.2 2.1 2+10.4
kushtet e
laboratorit
Vlerat normale té
AFP cituar né - 6.9 2.0 2.9+10.9
katalogun e kitit

Nga té dhénat e tabelés duket garté qé midis intervalit t& vlerave normale té katalogut dhe
intervalit té verave normale té gjetura nga ne, nuk ka asnjé ndryshim statistikisht té
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réndésishém. (P>0.05). N.g.s metodika analitike zbatohet me korrektési, rezultatet e
matjes jané té besueshme.

4.6 Krahasimi i metodés sé imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé me metodén
klasike ELISA.

Metoda klasike, e provuar né praktikén klinike pér matjen e pérgéndrimit t¢ AFP né
serumin e gjakut éshté metoda ELISA. Metoda ELISA mund té pérdoret né laborator né
té gjitha variantet, manuale, automatike apo totalisht e kompjuterizuar. Kjo metodé si¢
éshté theksuar tashmé éshté shumé e sakté dhe zotéron precizion té sakté. Megjithaté kjo
metodé zgjat né kohé dhe pér ¢cdo seri matjesh kérkon ndértimin e lakores sé kalibrimit.
Pér kété arsye pércaktimi i njé numri té vogél analizash me metodén ELISA, ka kosto té
larté ekonomike. Né té kundért me teknologjiné i-CHROMA, mund té matésh dhe njé
moster té vetme serumi. Nuk éshté e nevojshme té ndértohet lakorja e kalibrimit pasi ajo
ndodhet e gatshem né ¢ipin parametik, qé i bashkéngjitet mikrofluoremetrit matés. U
krahasua metoda e imunofluoreshencés me metodén ELISA, duke pérdorur serumin e 30
subjekteve té shéndoshé. Pér té realizuar matjet me metodén ELISA u pérdor njé Kit
analitik i firmés DIAMETRA, ndérsa matjet u béné né mikrospektrofotometrin ELISA, té
firmés HUMAN. Té dhénat e fituara pragiten né tabelén Nr.17.

Tabela Nr.17, Krahasimi i metodés sé imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé
me metodén ELISA, pér matjen e AFP né serumin e gjakut.

Nr Pérgéndrimi i AFP Pérgéndrimi i
imunofluoreshencé AFP ELISA
ng/ml ng/mi
1 3.5 3.6
2 3.3 3.33
3 5.6 5.58
4 5.9 5.58
5 6.0 5.98
6 4.8 4.82
7 6.2 6.19
8 9.6 9.52
9 6.5 6.49
10 5.3 5.4
11 9.2 9.1
12 7.0 6.9
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13 4.2 4.24
14 9.8 9.72
15 4.7 4.73
16 3.2 3.3
17 8.6 8.54
18 9.5 9.47
19 6.8 6.78
20 3.1 3.17
21 5.0 5.02
22 9.0 8.95
23 5.6 5.61
24 9.1 9.2
25 3.7 3.8
26 Bt 5.25
27 6.9 6.88
28 7.2 7.3
29 8.8 8.74
30 5.3 5.35

Té dhénat e tabelés Nr.17, u pérpunuan statistikisht dhe té dhénat e fitura paragiten né
tabelén e méposhtme Nr.18.

Tabela Nr.18, Krahasimi i metodés sé imunofluoreshencés dhe metodés ELISA né
30 subjekte té shéndoshé

Emertimi i Numri Vlera | Shmangia Intervali
" i mesatare | standarte | _ Parametra té tjeré
metodés _ x*2D.S
rasteve | x, ng/ml D.S
Metoda e 30 6.2 2.1 2+10.4 Koeficenti i
imunofluoreshencés korelacionit r=0.99
Ekuacioni
Metoda ELISA 30 6.0 2.4 1.2+10.8 regresionit

y=0.98x+0.12P>0.05

Nga tabela Nr.18, vihet né dukje se metodat jané té njévlefshme, pérsa i pérket saktésisé
dhe precizionit. Koefigentii korelacionit midis dy metodave éshté shumé i miré (r=0.99)
dhe ndryshimet midis tyre jané statsistikisht té paréndesishme (jo-sinjifikative, P>0.05).
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Ekuacioni i regresionit midis metodés imunofluorometrike né pllaké nitrocelulozé dhe
metodés ELISA éshté e formés y=9.98x +0.12. Si pérfundim mund té themi.
- Metoda e imunofuoreshencés né pllaké nitrocelulozé dhe metoda ELISA jané té
njévlefshme.
- Midis tyre nuk ka asnjé ndryshim statistikisht té réndésishém.
- Metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé éshté shumé e pérshtatshme
pér tu pérdorur né laboratoret e vogla ku numri i matjeve éshté i kufizuar.

4.7 Pércaktimi i CA 19-9 né serumin e gjakut.

CA 19-9 éshté njé gangliozid i identifikuar nga njé antikorp mononukleal i prodhuar nga
splenocitete e kavies té imunizuar me njé linjé qelizore té kacinomés kolonorektale
humane SE-1116. Determinanti i njohur nga antikorpe té tilla &shté njé lakto-N-fruktozé
Il me acid cialik. Si rregull CA 19-9 rrit pérgéndrimin né gjak vetém né patologjité
malinje té traktit gastrointestinal. Sipas studimeve té deritanishme vetém 15 % e
pacientéve me patologji beninje. Ndér keto patologji beninje mund té pérmendim
sémundjet autoimune, cirrozat hepatike, hepatite, kolit ulgeroz, ulger gastrike dhe
intestinale, semundjet e aparatit urogjenital. Né kéta pacient pérgéndrimii CA 19-9 né
serumin e gjakut éshté rritur né ményré t€ moderuar, mbi vleren 37 U/ml. Metodat
analitike pér pércaktimin e CA 19-9 né serumin e gjakut jané :

- Metoda kalsike ELISA.

- Metoda e imunofuoreshencés sé polarizuar.

- Metoda e kemioluminishencés.
Né studimin toné u pérdor metoda e kemioluminishencés, e bazuar né aparatin matés
imulyte. Ky aparat bazohet né métodén imunometrike kemioluminishente me fazé solide.

4.8 Pércaktimi i vlerave té CA 19-9 né serumin e gjakut té 30 pacientéve té
shéndoshé.

Pércaktimi i pérgéndrimit & CA 19-9 u bé né serumin e gjakut t¢ 30 subjekteve té
shéndoshé. Mostrata e gjakut u morén nga venat e krahut dhe serumi u pérftua me
metodta standarte. Serumet e hemolizuara u pérjashtauan nga studimi. Mostrata e
pérftuara té serumeve, né ato raste gé nuk u matén brenda distés, u ruajtén né konxhelator
né teperaturén -20 °C, Té gjitha matjet e béra ju referuan pérllogaritje lakores sé
kalibrimit, té ndértauar né njé seri standartesh me pérgéndrime té njohura. Té dhénat e
fituara nga matjet paragiten né tabelén e méposhte Nr.19.
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Tabela Nr.19, Pérgéndrimi i CA 19-9 né serumin e gjakut té 30 subjekteve, té
shéndoshé matur me metodén e kemiolumineshencés.

Pérgéndrimi i CA 19-9 né
Nr i rasteve serumin e subjekteve té
shéndoshé.
1 6.0
2 8.6
3 55
4 5.0
5 18.0
6 17.7
7 20.0
8 22.0
9 19.0
10 18.6
11 15.0
12 19.6
13 4.8
14 6.5
15 16.8
16 18.0
17 32.0
18 36.0
19 35.0
20 25.0
21 27.0
22 24.0
23 19.5
24 32.0
25 3.8
26 29.0
27 29.6
28 3.6
29 17.0
30 21.0
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Té dhénat e fituara, u pérpunuan statistikisht duke Ilogaritur vlerén mesatare x, shmangien
standarte D.S.5 dhe intervalin x + 2 D.S, i cili shérben si interval i vlerave normale, né
metodat e laboratorike. Kéto té dhéna paragiten né tabelén Nr.20.

Tabela Nr.20, Pérpunimi statistikor i pérgéndrimit t&¢ CA 19-9, né serumin e gjakut
té 30 subjekteve té shéndoshé, pér té nxjerre intervalin e vlerave normale, né
kushtet e laboratoreve tona

.. Vlera Shmangia .
. ) Numeri i Intervali
Emértimi i metodés eV mesatare standarte 9D S
u/ml, x DS.UmI | ¥
Vlerat e CA 19-9, né
subjekte té shéndoshé, 30 18.12 9.70 0-37.94
Kemiolumineshencé
Vlerat normale té CA
19-9 Literaturé =0 R0 53 U=Erll

Té dhénat e tabelés Nr.20, Déshmojné se midis vlerave normale té CA 19-9, gjetur pér
kushtet e laboratoreve tona me metodén e kemiolumineshencés dhe atyre té cituara né
literaturé nuk ka asnjé ndryshim statistikisht té besueshém (sinjifikativ,P>0.05).

4.9 Krahasimi i metodés sé kemiolumineshencés pér matjen e CA 19-9 né serumin e
gjakut, me metodén klasike ELISA.

Metoda e kemiolumineshencés éshté njé metodé e re, né metodologjiné analitike té
laboratoreve mjeksoré. Né kété punim e krahasuam kété metodé me metodén klasike
ELISA, té pérdorur gjérésisht. Té dhénat e fituara jepen né tabelén Nr.21.

Tabela Nr.21, Krahasimi i metodés s& kemiolumineshencés me metodén klasike
ELISA.

Metodae | toda ELISA
Nr Kemiolumineshencés
U/mi
U/ml
1 6.0 5.9
2 8.6 8.0
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3 515 5.5
4 5.0 11
5 18 15.5
6 17.7 16.3
7 20.0 17.1
8 22.0 18.7
9 19.0 16.4
10 18.6 16.0
11 15.0 14.0
12 19.6 16.8
13 4.8 5.0
14 6.5 6.3
15 16.8 14.5
16 18.0 155
17 32.0 27.0
18 36.0 30.0
19 35.0 29.0
20 25.0 21.0
21 27.0 23.0
22 24.0 20.3
23 195 17.0
24 22.0 18.7
25 3.8 4.2
26 29.0 24.3
27 29.6 24.8
28 3.6 4.0
29 17.0 14.7
30 21.0 17.9

Té dhenat e tabelés Nr.21, u pérpunuan statistikisht dhe paragiten né tabelén e
méposhtéme Nr.22.
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Tabela Nr.22, Krahasimi i pércaktimit t¢ CA 19-9 me metodén e
kemiolumineshencés dhe metodén klasike ELISA, né 30 serume gjaku.
- Shmangia Korelacioni,
e s . Numri i Vlera .
Emértimi i metodés ) standarte regresioni, T-
rasteve n | mesatare g .
D.S. testi
Metodae 30 1852 9.71 Koeficenti
Kemiolumineshencés korelacionit
r=0.95. Ekuacioni
I regresionit
Metoda klasike y=0.8x+1.1
ELISA 30 16.0 80 T-testi
tllog<ttab
p>0.05

Té dhénat e tabelés Nr.22, déshmojné se metoda e kemiolumineshencés dhe metoda
klasike ELISA jané té njévleshme. Koefigenti i korelacionit éshté i nivelit shumé té larté
(r=0.95) ndersa ekuacioni i regresionit éshté i formés y=0.8x + 1.1. Midis dy metodave
nuk ka asnjé ndryshim statistikisht t& réndésishem (sinjifikativ p>0.05). Si pérfundim
metoda e kemiolumineshencés mund té pérdoret né té njéjtén saktési dhe siguri si metoda
klasike ELISA, pér té pércaktuar, pérgéndrimin e CA 19-9 né serumin e gjakut.
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KAPITULLI | PESTE.

5 STUDIMI I PERQENDRIMIT TE CEA, CA 19-9, AFP DHE ENZIMAVE
HEPATIKE NE PATOLOGJITE MALINJE TE MELCISE DHE TRAKTIT
DIGJESTIV.

5.1 Metodat analitike té pérdorura pér pércaktimin e CEA, CA 19-9, AFP dhe
enzimave hepatike.

Antigeni karcinoembrionar CEA éshté pércaktuar me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké acetat celulozé. Antigeni CA 19-9 u pércaktua me metodén e kemioluminishencés,
duke pérdorur si aparat matés automatin Imulyte. Alfafetoproteina u mat me metodén e
imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé. Enzimat hepatike u matén me metodén
kinetike té analizés. Kjo metodé bazohet né llogaritjen e aktivitetit katalitik té enzimés qé
ndodhet né serumin e gjakut. Llogaritja e aktivitetit katalitik béhét duke kryer matje
optike né até interval té reaksionit enzimatik ku progesi éshté linear. Formula
matematike, e cila lejon llogaritjen e pérgéndrimit té enzimés éshté:

AA/min  Vt
ul= — * —
&d Vs
Né kété formulé elementét e saj pérfagésojné:

- AA/min: Ndryshimi i absorbancés optike pér njési té kohés (minuté)

- & : Koeficenti molar ose koeficenti i ekstensionit molar té substratit. Ky koefigent
pérfagéson madhésin e absorbancés optike té tretésirés sé substarstit me
pérgéndrim njé mol/l, ku matet me rezatimin optik gé pérfagéson absorbimin
maksimal té késaj tretésire.

- d: éshté rruga optike e rrezatimit gé pérshkon tretésirén, zakonisht 1 cm.

- Vt: Véllimi i pérgjithshém i pérzierjes analitike té reaksionit. (v&llimi i reagentit
té punés plus véllimin e serumit té gjakut).

- Vs: Véllimi i serumit té gjakut.

Né tabelén Nr.23, jepen koeficentét e ekstensionit gram molekular té substancave té
enzimave kryesore hepatike.
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Tabela Nr.23, koeficentét e ekstensionit gram-molekular, té enzimave hepatike.

Substrati analitik | CJaiesia e valés & Testi enzimatik
matése nm
NADH ose
NADPH 340 6.300 ALT(SGPT),AST(SGOT)
4-nitrofenol 405 18.500 Fosfotaza alkaline (ALP)
. . Gamma-glutamil
4-nitroanilina 405 9.900 transferaza GGT

5.2 Metoda analitike e pércaktimit té alaniné transferazés (ALT) ose transaminazés
SGPT.

ALT éshté njé enzimé, gé gjendet né citozalin e hepatociteve, gelizave funksionale té
mélgisé. Enzima ALT éshté njé enzimé gé katalizon transferimin e grupeve aminike nga
njé aminoacid tek njé alfa-ketoacid. Vlerat normale t& ALT né serumin e gjakut jané 0-46
U/l. Pérgéndrimi i ALT né serumin e gjakut rritet né sémundjet e mélgisé, duke pérfshiré
dhe patologjité malinje té saj. Pérgéndrimi (aktiviteti) i ALT né serumin e gjakut matet
me metodén kinetike té analizés. Metoda kinetike e analizés éshté njé metodé e mirfillté
optike. Parimi analitik i pércaktimit t& ALT bazohet né njé reaksion enzimatik. ALT
katalizon transformimin L-alaninés dhe dhe 2-oksoglutamatit, né kushtet gé mijedisi
analitik té keté pH optimal dhe temperaturé 37 ° C. Gjaté kétij reaksioni clirohet piruvat.
Piruvati nén veprimin e enzimés laktatdehidrogjenazé (LDH), né prani té koenzimés
NAD, shéndérrohet né L-laktat. Gjaté kétij reaksioni koenzima NADH me ané té njé
progesi oksido-reduktimi kalon né NAD". Ky shéndérrim kimik shogérohet me njé dukuri
fiziko-optike, gé ka té b&j me uljen e dukshme té absorbancés né gjatésin e valés 340 nm.
Ndryshimi i absorbancés né njesiné e kohés é&shté né pérpjestim té drejté me
pérgéndrimin (aktivitetin) e enzimés né serumin e gjakut. Né ményré skematike reaksioni
analitik i matjes sé ALT paragitet si mé poshté:

ALT
L-alaningé + a-glutamat — Piruvat + L-glutamat.

LDH
Piruvat + NADH — L-laktat + NAD".
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Kiti analitik pér pércaktimin e ALT né serumin e gjakut pérbéhet nga dy reagent.

- Reagenti R1.
Tris buffer (pH=7.5) 110 mmol/l
L-alaniné 550 mmol/Il
- Reagenti R2.
LDH 1200 U/I
NADH 0.2 mmol/I
a- Ketoglutarat 16 mmol/Il

Pér té pérgatitur reagentin e punés pérzihen bashké reagenti R1 dhe reagenti R2, regenti i
punés éshté i géndrueshém né frigorifer né temperaturén 2 °C deri né 8°C. Raporti
volumor midis reagentit té punés dhe serumit té gjakut éshté 10 me 1 (1000 pl Rp+100 pl
serum).

Programi analitik pér matjen e ALT (SGPT) né njé fotometer t& programueshém éshté si
vijon:

- Metoda: Kinetike

- Nijésia: u/l

- Gjatésia e valés: 340 nm

- Temperatura e kyvetés 37 °C.

- Zerimi i fotometrit: Kundrejt H20 destile.
- Koha e inkubimit: 60 sekonda.

- Koha e matjes: 60 sekonda.

- Faktori analitik: 1746

- Drejtimi i reaksionit: zbrités (decreasing).
- Rruga optike: 1cm.

- Vleranormale minimale: 0 U/I
- Vlera normale maksimale: 46 U/I
Nga kéndvéshtrimi i biokimisé klinike dallojmé:

- Rritje shumé té larté té ALT, takohen né keto patologji:
Karcinomé hepatocelulare.
Hepatite.
Nekrozé hepatike.
Ishemi hepatike.

- Rritje té modeuara té ALT, vihen re né kéto patologji:
Cirrozé hepatike.
Kolestazé.
Tumore té heparit.
Obstruksionet e kolegistes.
Tumoret hepatike.

- Riritje té moderuar té ALT takohen:

67



Pankreatite.
Mononuklesozé infektive.
Miozite.

Infarkt miokardi.

Gjéndje shoku.

5.3 Metoda analitike e pércaktimit té aspartatit transferazés (AST) ose
transaminazés SGOT.

Aspartat transferaza AST éshté njé enzimé gé bén pjesé né grupin e transferazave. Kjo
enzimé ndodhet né pérgéndrime té larta né ato inde dhe organe gé kané aktivitet t&é madh
metabolik, si¢ jané muskujt skeletik, zemra, mélcia. Né pérgéndrime mé té vogla AST
ndodhet né veshka, pankreas dhe eritrocite. Né démtimet hepatogelizore niveli i AST né
serumin e gjakut, rritet mbi nivelin e vlerave normale. Vleré ka dhe raporti AST/ALT.
Raporti AST/ALT éshté mé i larté se 1 né pacienté gqé kané metastaza hepatike. Parimi i
matjes sé AST, né serumin e gjakut, bazohet né dy reaksione analitike.

AST
Aspartat +a-ketoglutarat — Oksalacetet + L-glutamat.

MDH

MDH
Oksalacetat + NADH+ H* — L-Malat + NAD* + H,O

Aspartat aminotransferaza AST katalizon transferimin e grupit aminik nga L-aspartati né
a-ketoglutarati. Oksalacetati né bashkéveprim me NADH né prani té joneve té
hidrogjenit, nén veprimin katalitik té enzimés malat dehidrogjenazé (MDH) transferohet
né L-Malat. Kalimi i NADH né NAD* mé ané té njé reaksioni oksido-reduktimi
shogérohet me ndryshimin e absorbancés né njésiné e kohés pér gjatésin e valés 340 nm.
Pérgéndrimi (aktiviteti) i AST né€ serumin e gjakut €shté né pérpjestim me AA/min.
Reagenti i punés pér matjen e AST me metodén kinetike pérmban kété reagent analitik:
acid L-aspartik >200 nM, acid a-ketoglutarik 12 nM, LDH >1000 U/l, MDH>800 nM,
NADH>0.18 nM, buffer me pH 7.8+0.1. Raporti volumor midis regantit té€ punés Rp dhe
serumit té gjakut me metodén kinetike pér matjen e AST, éshté 10 me 1 ( 1000 pl reagent
pune + 100 pl gjak). Programi analitik pér matjen e AST, né njé fotometer té
programueshém éshté si vijon:

- Metoda: Kinetike

- Njésia: u/i

- Gjatésia e valés: 340 nm

- Temperatura e kyvetés 37 °C.

- Zerimi i fotometrit: Kundrejt H20 destile.
- Koha e inkubimit: 60 sekonda.

- Koha e matjes: 60 sekonda.
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- Faktori analitik: 1746

- Drejtimi i reaksionit: zbrités (decreasing).
- Rruga optike d: 1cm.

- Vleranormale minimale: 0 U/I

- Vlera normale maksimale: 46 U/

5.4 Pércaktimi i gama-glutamil transferazé me metodé kinetike.

Gama-glutamil transferaza (GGT) éshté enzimé e ciklit té glutamatit. Enzima e
mésipérme (GGT) katalizon transportin e glutamatit brénda gelizave hepatike. Reaksioni
analitik pér pércaktimin e GGT né serumin e gjakut pragitet skematikisht né trajtén e
méposhtme.

GGT

L-y-glutamil-3-karboksitglicilgliciné —  L-y-glutamil-glicilgliciné + 5-amino-2-
nitrobenzoat- 4-nitroanilit.

Bashkédyzimi 5-amino-2-nitro-benzoat formohet nga hidroliza e substratit nén veprimin
e GGT. Ky bashkédyzim ka njé ngjyré té lehté té verdhé né njé maksimum absorbimi né
gjatésiné e valés 405 nm. Intesiteti i ngjyrés apo ndryshimi i absorbanés né njésiné e
kohés éshté né pérpjestim té drejté me pérgéndrimin(aktivitetin) e GGT né serumin e
gjakut. Kiti analitik pér pércaktimin e GGT, me medodén kinetike, pérbéhet nga 2 regent.

Reagenti R1.
Tampon Tris pH=8.3 100 mmol/I
Glicilgliciné 100 mmol/I
Reagenti R2.

L-y-glutamil-3-karbosil-4-nitroanalid 4nmol/Il

Pér té pérgatitur reagentin e punés, njé volum reagent R2 (substrat) pérzihen me 4
volume reagent R1 (buffer). Reagenti i punés i pérgatitur si mé lart &shté i géndrueshém 6
javé né frigorifer né temperaturén 2 °C-8°C. Programi i matjes sé GGT né fotometer té
programueshém éshté si vijon:

- Metoda: Kinetike

- Njésia: U/l

- Gjatésia e valés: 405 nm

- Temperatura e kyvetés 37 °C.

- Rruga optike d: 1lcm.

- Zerimi i fotometrit: Kundrejt H2O destile.
- Drejtimi i reaksionit: ngrités (increasing).
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- Vleranormale minimale: 0 U/I

- Vlera normale maksimale: 46 U/
Vlerat normale t¢ GGT né serumin e gjakut jané nga 0-55 U/I. Pérgéndrimi (aktiviteti) i
GGT né serumin e gjakut rritet né shumé sémundje duke pérfshiré dhe tumoret
metastazike té mélgisé.

5.5 Markusit tumoral CEA, CA 19-9, AFP né pacient me patologji malinje té
mélcisé gé ka cénuar funksionin hepatik.

Markuesit tumoral CEA, CA 19-9 dhe AFP u pércaktuan né 100 pacienté me patologji
malinje té mélcisé. Né kéta pacieté diagnoza ishte vendosur né bazé té anamnezés, vizités
klinike, egzaminimeve imazherike. Né& egzaminimet imazherike pérfshihet echo
abdominale, skaneri i thjeshté, skaneri me kontrast dhe rezonanca magnetike. Né mjaft
raste diagnoza éshté verifikuar dhe me anén e punksionit biopsi t€ mélcgisé. Né kété grup
pacientésh, e vecanta ka té béjé me faktin e prekjes sé funksionit hepatik. Kjo prekje e
funksionit hepatik éshté vértetuar duke matur né serumin e gjakut enzimat hepatike ALT,
AST, GGT dhe ALP. Grupi i studimit i takon periudhés tre vjecre 2012-2013-2014. Né
kété grup béjéné pjesé 100 pacienté tek té cilét jané béré pércaktime té mésipérme duke
pérdorur metodat analitike té pérmendura né kapitujt e mésipérm. Pércaktimi i markuesve
tumoral dhe enzimave hepatike u pércaktuan né serumin e gjakut. Mostrat e gjakut u
morén me ané té punksionit venoz, né tuba me gjel aktivizues. Tubat me gjel aktivizues
jané pérdorur pér té fituar njé serum gjaku sa mé cilésor dhe pér té shmangur dukurin e
hemolizés. Pas géndrimit né inkubim, né temperaturé dhome pér 30 minuta, pér tu
formuar koaguli i kuq, tubat u centrifuguan pér 10 minuta né 3000 rrot/min. Né
pérfundim té centrifugimit serumi i pérftuar u vecua nga koagulimi i kug. Né ato raste kur
matjet nuk u béné brenda dités, mostrat e serumit u vendosen né kongjelator né
temperaturén — 20 °C, gjéja gé lejon konservimin e tyre pér té pakten 2 muaj.

- CEA u mat me metodén e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé.

- CA 19-9 u mat me metodén e kemiolumineshencés, duke pérdorur automatin
Imulyte 1000.

- AFP u mat me medodén e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé.

- ALT u mat me metodén kinetike fotometrike.

- AST u mat me metodé kinetike fotometrike.

- GGT u mat me metodé kinetike fotometrike.

- ALP u mat me metodé kinetike fotometrike.

Matjet fotometrike jané realizuar duke pérdorur fotometrin e programueshém BTS 30
plus dhe autoanalizatorét biokimik. Liza 500 plus, Sinova dhe Hitachi. Té dhénat e fituara
u pérpunuan statistikisht duke pérdorur formulat e mépshtme.
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Mesatarja aritmetike x

X=X xi
n
Ku: ¥, xi pérfagéson shumén e rezultateve té matjes.

Shmangia standarte D.S ose 6.

D.S= 8= JEL, xi-302

Testi student ose t-testi. Ky test pérdoret pér té vértetuar nése ndryshimet e njé parametri
jané statsistikisht té besueshém ose (sinjifikative) apo jo. Testi student ose t-testi
llogaritet me ané té formulés.

tz%ﬁ—l Ku:

X- éshté vlera mesatare

- shté mesatarja e vértet.

n-1 éshté numri i gradéve té lirisé.

d éshté deviacioni standart (shmangia standarte).

Kur serité analitike, gé krahasohen kané numra té ndryshém té parametrave té matjes
formula e Testit Student ose t-testi llogaritet me ané té formulés:

X1- X2
t=

Vn1d1? + n2622 ( 1 1)
nl4+n2—-2 \nl =n2

Ku:

X1 — mesatarja aritmetike e matjeve té serisé sé paré.
Xo- mesatarja aritmetike e matjeve té serisé sé dyteé.
d1 -deviacioni standart i matjeve té serisé sé paré.

d2- deviacioni standart i matjeve té serisé sé dyté.

ni+nz-2 —numri i gradéve té lirisé té dy serive.
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Pas llogaritjes sé t, ajo krahasohet me tabelén student dhe né bazé té saj llogaritet niveli
probabilitar P. Té dhénat e fitauar paragiten né tabelén Nr.24.

Tabela Nr.24, Pérgéndrimi i CEA, CA 19-9 dhe AFP né serumin e gjakut té
pacientéve me patologji malinje té mélcisé dhe krahasimi i tyre me vlerat normale té
tyre.

: Vlera
Numri mesatare | Shmangia
Emértimi i analizés i Intervali x +26 T-testi
ng/ml ose | standarte
rasteve
U/ml
CEA né patologjité | 100 o145 19.56 12.3-90.5
malinje té mélcise ng/m iyt
CEA né pacient 30 95 125 0.5 P<0.01
normale
CA19-9nepatologii | 05 | 5o yym 126 272-788 tiog>tab
malinje té mélgisé
CALS-9nepaciente | 4 18 9 0-36 P<0.001
normale
AFP né patologji 46 | 9.9 ng/ml 8.7 0-27.3 tiog>tab
malinje t& mélcisé
AFP né paciente 30 5 ng/ml 25 0-10 P<0.05
normal

Nga té dhénat e tabelés Nr.24, mund té nxjerrim kéto pérfundime:

Vlerat e pérgéndrimit té antigenit karcinoembrionar né patologjité malinje té mélgisé jané
té rritura.

Kjo rritje mesatarisht tejkalon 10 heré kufirin e sipérm té intervalit té vlerave normale.
Kjo rritje krahasur me intervalin e vlerave normale t¢é CEA é&shté statistikisht e
besueshme (sinjifikative p <0.01). Kjo do té thoté gé krahas metodave té tjera
investiguese pér patologji malinje t& mélcisé, vlera ka dhe pércaktimi i pérgéndrimit té
CEA né serumin e gjakut. Mé i ndjeshém paragitet markuesi tumoral CA 19-9.
Pérgéndrimi i CA 19-9 né patologji malinje t¢ mélgisé (kancere primare apo metastaza
hepatike) rritet né ményré té konsiderueshme. Vlera mesatare e CA 19-9, sipas tabelés
Nr.24, tejkalon mbi 25 heré vlerén mesatare té intervalit t&¢ vlerave normale, duke
paraqgitur né kété ményré njé rritje statistikisht té besueshme (p <0.001). Shihet garté gé
CA 19-9 éshté shumé i ndjeshém né kanceret e mélcisé. Ai mund té sherbejé si njé
tregues alarmi pér tu thelluar né investigime mjeksore mé té specializuara duke filluar gé
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nga skaneri dhe rezonanca magnjetike deri tek punksioni biopsie mélcisé. Pér sa i pérket
alfafetoproteinés AFP, ajo paraget njé rritje mjaft té moderuar, né raport me CEA dhe CA
19-9. Kjo rritje éshté statistikisht e besueshme, por shkalla e sinjifikancés éshté minimale
(p <0.05). Si pérfundim mund té themi, gé pércaktimi i CEA, CA 19-9 dhe AFP né
patologjité malinjé té mélcisé shérben si ndihmesé krahas metodave té tjera, pér té véné
njé diagnozé té sakét dhe té shpejté té kétyre patologjive. Tek grupi i pacientéve té
mésipérm, krahas markuesve tumoraleé, mé té njéjtét serume, u bé pércaktimi i enzimave
hepatike ALT, AST, GGT dhe ALP. Matjet e enzimave hepatike, u béné me metodén
kinetike fotometrike, sipas programeve analitike pérkatése, pér ¢cdo enzimé.

Té dhénat e fituara paragiten né tabelén e méposhtme Nr.25, ku krahasohen me intervalet
e vlerave normale.

Tabela Nr.25, Pérgéndrimet e enzimave hepatike ALT, AST, GGT dhe ALP né
serumin e gjakut té pacientéve me patologji malinje dhe krahasimi i tyre me

intervale té vlerave normale

Emértimi i analizés Numri| Mtesaﬁ?a- Sthn:jantg ; Ll T-tesi
rasteve | &ritmetike x | standarte 5 2£25
u/l u/l

Enzima ALT né patologji
mallnje 16 melglse 100 71 U/l 22 U/l 27-115 tllog>ttab
Enzima ALT né subjekte 30 23 U/l 125 U/l 0-46 P<0.01
normale
Enzima AST né patologji |, 56 Ul 14U/ 28-84 | tiog>tian
malinje t& mélcisé
Enzima AST né subjekte | 4 23U/l 12,5 U/l 046 | P<0.05
té shéndoshé
Enzi T né logji

nzima GGT né patologii |~ 4 52 Ul 21 U/ 10-96 | tiog>tus
malinje t& mélcisé
Enzima GGT né subjekte | 4 28 U/l 14 U/l 056 | P<0.05
té shéndoshé
Enzima ALP né logji

nzima ALP ne patologit | ¢, 93 U/l 27 Ul 39-147 | fiog>t
malinje té mélgisé
Enzima ALP né subjekte 30 60 U/I 30 U/I 0-120

- i} P>0.05
té shéndoshé
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Té dhénat e tabelés Nr.25, pér enzimat hepatike, t& grupit té studiuar japin kéto
pérfundime:

- Enzima specifike hepatocitare ALT ka njé pérgéndrim (aktivitet) té larté né
krahasim me intervalin e vlerave normale. Kjo rritje éshté relativisht e moderuar,
gé pérbén njé mesatare aférsisht dyfishin e kufirit té sipérm té intervalit té vlerave
normale. Kjo rritje éshté statsistikisht e besueshme (sisnjifikative p<0.01). Kjo
lejon té konsiderohet gé né kété grup pacientésh, me patologji malinje t& mélgiseé,
funksioni hepatik i parenkimés hepatike, éshté i démtuar.

- Enzimé tjetér, AST, e cila pérve¢ hepatociteve gjéndet dhe né inde apo organe té
tjera, ka njé rritje mjaft té lehté. Vlera mesatare e AST né kété grup éshté 56 U/I.
Pra vetém 10 U/l mbi kufirin e sipérm té intervalit té vlerave normale. Megjithaté

raporti g né kété grup (duke iu referuar mesatareve) éshté 0.78, pra mé i vogél

se 1, gjé gé déshmon démtinin e funksionit hepatik né kété grup pacientésh.

- Gamaglutamil transferaza GGT paraget gjithashtu njé rritje té lehté né krahasim
me intervalin e vlerave normale. E njéjta gjé mund té thuhet dhe pér fosfotazén
alkaline ALP. Si pérfundim analiza e té dhénave té tabelés Nr.25, vé né dukje njé
démtim té lehté té funksionit hepatik.

5.6 Pérgéndrimet né serum té mikroelementeve bakér (Cu) dhe Zink (Zn) né
serumin e gjakut té pacientéve me kancer mélcie.

Bakri (Cu) éshté njé element thelbésor pér organizmin e njeriut. Bakri éshté njé nga
mikroelementét e réndésishém té organizmit. Sébashku me hekurin, bakri éshté shumé i
réndésishém pér sitezén e grupit té hemoglobinés. Né eritrocite, éshté e pranishéme njé
proteiné qé pérmban baker. Kjo proteiné éshté eritrokupreina me peshé molekulare P.M.
33000 Dalton dhe gé pérmban dy atome bakér pér molekulé. Bakri éshté i réndésishém
pér ostogjenezén (rritjen e gelizave kockore) dhe merr pjesé né konservimin e mielinés né
sistemin nervor. Né brendési té hepatociteve (gelizave funksionale t&¢ mélqisé), bakri
lidhet me metaltioneinén. Metaltioneina éshté proteiné me peshé molekulare 8000 D
(Dalton) e pasur me radikale sulfidrike. Kjo proteiné éshté e faté té lidhé bakrin dhe
mikroelement té tjeré, té pranishém né gjak. Pasi bakri lidhet me melationeinén né
brendési té hepatociteve bakri merr pjesé né dy procese té réndesishme. Njé pjesé e bakrit
pérdoret pér té sintetizuar enzimet hepatike, gé pérmbajné bakér. Pjesa tjetér e bakrit
lidhet né ményré té kthyeshme (reversible) me njé proteiné acide té kromatinés té
pérmbajtur né bérthamén e qelizave hepatike. Kjo proteiné éshté interesuar pér
rregullimin e transkricionit t&é D.N.A. Vlerat normale té bakrit né serumin e gjakut jané
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70 pg/dl deri né 170 pg/dl. Rritja e pérgéndrimit té bakrit né serumin e gjakut éshté véné
re né mjaft patologji malinje. Ndér kéto patologji mé specifiket jané leucemia dhe
limfoma. Pér té pércaktuar bakrin né serumin e gjakut té pacientéve me patologji malinje
té mélcisé, ne pérdorem metodén kolorimetrike té analizés.

Pércaktimi i bakrit me metodén kolorometrike.
- Parimi i metodés.

Né mjedis acid, bakri shképutet nga proteinat e serumit, me té cilén ai éshté lidhur. Pas
progedurés sé deproteinizimit bakri né trajta atomike, reduktohet me ané té acidit
askorbik. Atomet e bakrit té reduktuara, hyjné né reaksion me batokuproinén dhe
formojné njé bashkédyzim me ngjyré té verdhé né portokalli. Ky bashkédyzim ka njé
koefigent té absorbimit molar té barabarté me €=14000 dhe mund té pérdoret pér matje
kolorimetrike.

Reagentét e metodés

Acid trikloracetik 10 %.

Acid askorbik né trajté pudre.

Adid kolorhidrik 1.4 N.

Batokuproiné 8.9 x 10 M né acetat natriumi 3N.
Standart bakri me pérgéndrim 200 pg/dl.

ok

- Procedura analitike.

Merren tre tuba gelqgi analitiké. Kéta tuba do té shérbejné pér blankun, standardin dhe
analizén. Tek tubi i blankut hedhim 0.5 ml H.O destile, tek tubi i standadit shtohen 0.5 ml
standart bakri, me pérgéndrim 200 pg/dl dhe tek tubi i analizés shtohen 0.5 ml serum. Né
cdo tub shtohen nga 0.2 ml acid klorhidrik HCL 1.4 N. Pérzihen miré tubat dhe vendosen
pér 5 minuta né banjomari né temperaturé 100 °C. Pasi tubat ftohen, né secilin prej tyre
shtohet nga 0.4 ml trikoloracetik dhe pérmbajtaj analitike e tubave pérzihet me thupér
gelgi. Tubat centrifugohen pér pesé minuta. Né fund té procedurés sé centrifugimit
pérftohet supernatanti. Merren tre tuba té pastér dhe né secilin prej tyre kalohen nga 0.75
ml blank, standart dhe analizé. Né secilin tub hidhen nga 5 mg acid askorbik. Tubat
tunden deri sa té tretet acidi askorbik. Pas késaj né secilin tub shtohen nga 0.25 mi
batokuproine dhe pritet dy deri né tre minuta dersa té stabilizohet ngjyra. Maten
absorbancat e tubave né fofotmetér me gjatési vale 480 nm. Llogaritja e pérgéndrimit té
bakrit né serum, llogaritet me ané té formulés.
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200
AS—-AER

Cu (pg/dh)=

(Aa-Ag)

Ku:
Ag- Absorbanca e blankut
As-Absorbanca e standardit
Ana-Absorbanca e analizés
200- Pérgéndrimi i standardit pg/dl.
Vlerat normale té metodés jané:
Meshkuj: 70-140 pg/ml
Femra: 80-150 pg/dl
- Pércaktimi i zinkut me metodé kolorimetrike.

Njé person i rritur me ané té dietés merr pér 24 oré 12 der né 20 mg zink. Né gelizat
hepatocitare (hepatocite) zinku éshté i lidhur me njé numér té konsiderueshém enzimash
dhe proteinash kryesisht me metalotioninén, e cila éshté njé proteiné e pasur me cisteiné.
Kjo proteiné formon komplekse me metale t& ndryshme biovalente. Zinku éshté njé
pérbérés i réndésishém i shumé metaloproteinave e makromolekualve. Né té njéjtén kohé
zinku éshté kofaktor pér enzima té ndryshme. Zinku éshté i réndésishém né sitezén e
kolagenit, né replikimi, transkriptimin etj. Té kodit gjenetik pasi DNA dhe RNA
polimeraza kané nevojé pér zinkun. Prania e zinkut ndihmon aktivitetin e tyre normal dhe
ndihmon né integritetin e saj struktural. Vlerat normale té zinkut né serumin e gjakut
ndodhen né intervalin 60-150ug/dl. Pér pércaktimin e zinkut né punimin toné u pérdor
metoda kolorimetrike fotometrike, e cila pérdor metodén fotometrike té analizés. Pér té
gjykuar mbi vlerat e bakrit Cu dhe ato té zinkut Zn né pacientet me patologji malinje té
mélcisé né 40 pacienté. Pércaktimi i bakrit Cu dhe i zinkut Zn u béné me metodén
kolorometrike duke pérdorur fotometrin e programueshém. Pércaktimet u béné né
serumin e gjakut duke béré kujdes gé té shmanget né maksimum hemoliza. Té dhénat e
fituara nga matjet u pérpunuan statistikisht duke llogaritur vilerén mesatare g, shmangien
standarte D.S. (9) si dhe intervalin §+25 dhe T-testin.

Né njé grup me 40 pacienté, té cilét mjekoheshin pér patologji malinje, krahas antigenit
karcino-embrionar CEA dhe antigenit CA 19-9 u pércaktuan gjithashtu pérgéndrimi i
bakrit dhe i zinkut né serumin e gjakut. Pércaktimi i bakrit dhe i zinkut né serum u béné
me ané té metodave kolorimetrike pérkatése. Matjet u béné duke pérdorur kitet analitike
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té firmés Tulip dhe fotometrin e programueshém. Té dhénat e fituara jepen né tabelén

Nr.26.
Emértimi i parametrit Numri | Vlira X s?iﬂi??ﬁi T-testi (testi
P rasteven | Mesatarex student)
pg/di po/dl
Pergendrimi 1 bakrit Cu, né 40 203.1 42.2
patologji malinje té mélgisé tilog>tiab
Pérgéndrimi i bakrit Cu, né P<0.01
subjekte té shéndoshé 40 100 23
Perqenq_rlml |_ z_mkyt Zn _n? 40 30.72 8.97
patologji malinje té mélgisé tilog>ttab
Pérgéndrimi | Zn ne"subjekte té 40 105 295 P<0.01
shéndoshé

Tabela Nr.26, Pérgéndrimi i bakrit Cu dhe i zinkut Zn, né serumin e gjakut té pacientéve
me patologji malinje té mélgisé. Krahasimi i vlerave té fituara, me vlerat normale.

Té dhénat e tabelés Nr.26, déshmojné gé pérgéndrimi i bakrit Cu, né serumin e gjakut té
pacientéve me patologji malinje té mélcisé éshté i larté. Mesatarisht ky pérgéndrim éshté
rreth 50 pg/dl mé i larté sesa kufiri i sipérm i intervalit té vlerave normale gé varion nga
50 pg/dl deri né 150 pg/dl. Ky rezultat pérkon dhe me té dhénat e literaturés. Sipas njé
studimi té paraqitur nga autori KUO, pérgéndrimi i bakrit né serum rritet dukshém né
pacientét me tumore malinje. (KUO. HW, Chen SF, WU, CC, et al). Serum and tissue
trace elements in patients with breast cancer in Taiwan. Biol Trace Elen Res 2002; 89; 1-
11; [Pub Med]. Disa autoré mendonjé gé bakri luan njé rol té réndésishém né ndarjen dhe
proliferimin e gelizave tumorale kjo dukuri do té ¢ojé né rritjen e pérgéndrimit té bakrit
né serum si rrjedhojé e shkatérrimit. Shumé studiues jané té mendimit gé nivelet e larta té
bakrit ulin apoptozén dhe jané njé kofaktor né angiogjenezé gjaté karcinogjenezés dhe
metastazave. Sipas Al-Ebraheem né patologjité malinje té mélcisé pérgéndrimi i bakrit né
serumin e gjakut éshté né ményré té dukshme i larté né krahasim me intervalin e vlerave
normale (p<0.01). (Al-Ebrahim A, Merso VA, Gurusamy K, et al. Distribution of Ca, Fe,
Cu and Zn in primany colorectal cancer and secondary colorectal liver metastases.
Nuclear istruments and methods in Physics research A 2010; 619, 338-343). Mjaft
studiues mendojné gé rritja e pérgéndrimit té bakrit né serumin e gjakut, mund té pérdoret
si njé markues potencial pér té gjykuar mbi mundésin e fillimit té aktivitetit t& njé tumori
malinjé né mélci. Té dhénat e tabelés Nr.26, déshmojné gjithashtu, gé né krahasim me
intervalin e vlerave normale, pérgéndrimi i zinkut, né serumin e pacientéve me patologji
malinje té mélcisé, éshté i ulét. Zinku éshté njé mikroelement thelbésoré né ndértimin
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strukturor té proteinave dhe enzimave. Qelizat malinje (tumorale) kané si veti té pérdorin
sasi té madhe zinku si rrjedhojé e metabolizimit dhe proliferacionit té shpejté. Ky
mekanizém coné né akumulimin e zinkut né indin e mélgisé dhe reduktimin e tij né
serumin e gjakut. Ulja e pérgéndrimit té zinkut né serum, ul imunitetin, redukton numrin
e gelizave T. Si pérfundim mund té themi, gé né pacienté me patologji malinje té mélgisé
kemi rritje té pérgéndrimit té bakrit Cu né serumin e gjakut dhe ulje té pérgéndrimit té
zinkut.
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PERFUNDIME

Metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé éshté njé risi dhe tendencé e
teknologjisé sé sotme laboratorike, sidomos pér laboratorét e vegjél.

Pércaktimi i antigenit kacinoembrionar CEA me metodén e imunofluoreshencés
né pllaké nitrocelulozé, éshté i sakté, i shpejté dhe ekonomik.

Kjo metodé ka korelacion shumé té miré me metodén klasike ELISA dhe metodat
e tjera pér matjen e CEA né serumin e gjakut, (r>0.9).

Intervali i vlerave normale t¢ CEA, matur me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé, nuk ka ndryshime statistikisht sinjifikative, né krahasim me
intervalin e vlerave normale t¢ CEA, matur me metodat e tjera analitike.

Pércaktimi i alfafetoproteinés AFP, me metodén e imunofluoreshencés né pllaké
nitrocelulozé éshté i shpejté, i sakté dhe ekonomik.

Kjo metodé ka korelacion shumé té miré me metodén klasike ELISA dhe metodat
e tjera, pér matjen e AFP, né serumin e gjakut, (r>0.9).

Intervali i vlerave normale t&¢ AFP, matur me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé, nuk ka ndryshime statistikisht té besueshme, né krahasim me
intervalet e vlerave normale té AFP, t& matura me metodta e tjera analitike,
(p>0.05).

Pércaktimi i pérgéndrimit t¢ CEA dhe AFP, me metodén e imunofluoreshencés né
pllaké nitrocelulozé nuk ka nevojé pér ndértimin e lakores sé kalibrimit. Lakorja e
kalibrimit ofrohet e gatshme né ¢ipin parametrik (chip) gé shogéron kitin analitik.
Ndérkohé matodat e tjera analitike, e kané té nevojshme ndértimin e lakores sé
kalibrimit, pér cdo seri matjesh.

Né 100 pacienté me patologji malinje té mélcisé, pérgéndrimi i CEA, CA 19-9
dhe AFP éshté i larté, né krahasim me intervalet e vlerave normale. Kjo rritje e
pérgéndrimit té markuesve tumoralé té mésipérm éshté statistikisht sinjifikative
(p<0.05).
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10- Tek kéta pacienté ka prekje té funksionit hepatik, gjé gé déshmohet nga rritja e
aktivitetit té enzimave hepatike, ALT, AST, GGT dhe ALP.

11- Né pacientét me patologji malinje té mélcisé, vihet re njé rrtje e pérgéndrimit té
mikroelementit bakér Cu dhe ulja e pérgéndrimit té mikroelementit zink Zn.

12- Pércaktimi i markuesve tumoral CEA, CA 19-9 dhe AFP jep njé ndihmesé té
vlefshme né diganozén, monitorimin e mjekimit dhe prognozén e patologjive
malinje té& mélcisé.
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7. REKOMANDIME

1-

2-

Metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé, rekomandohet té
pérdoret pasi, éshté njé metodé e shpejté e sakté dhe ekonomike.

Kjo metodé éshté shumé e pérshtatshme pér laboratorét e vegjel dhe té
mesém, té cilét kané njé numér té kufizuar analizash sepse nuk kérkon
ndértimin e kurbés ose lakokes sé kalibrimit sa heré gé matet. Kjo pér arsye se
lakorja e kalibrimit ndodhet né cipin parametrik gé shogéron kitin.

Kjo metodé praktike dhe ekonomike rekomandohet té pérdoret edhe pér
pércaktime té tjera té hormoneve, metabolitéve, antigeneve virale, pasi
mjafton té ndérrohet né aparatin matés cipi parametrik qé ndodhet né Kitin
pérkatés.

Metoda e imunofluoreshencés né pllaké nitrocelulozé éshté e njévliefshme me
metodén klasike ELISA, ku ka korelacion shumé t& miré me té dhe
rekomandohet té pérdoret né ¢do laborator mjeksoré pasi éshté e suksesshme.

Rekomandohet né pérdorim pasi, intevalet e vlerave normale té késaj metode
pér CEA dhe AFP jané té njéjta me até té metodés klasike ELISA, duke
siguruar njé interpretim korrekt té matjeve té béra me kété metodé.

Krahas metodave té tjera qé pérdoren pér té pércaktuar patologjité malinje té
mélcisé si¢ jané imazheria, laparoskopia, punksioni biopsi, vleré kané edhe
matja e CEA, AFP dhe CA 19-9, té cilat rezultojné né pérgjithési me
pérgéndrime té larta né kéto patologji.

Rekomandohet gé né patologjité malinje té mélgisé té matet zinku, i cili e ul
pérgéndrimin dhe bakri gé né té kundért, rrit pérgéndrimin. Kjo matje
rekomandohet té béhet sipas studimit toné me metodén End Point e
realizueshme né ¢do laborator me kosto shumé mé té ulét sesa absorbimi
atomik.
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