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Moznosti stanoveni anti-Miillerova hormonu u Zen

Abstrakt

Predkladana prace se zabyva anti-Miillerovym hormonem (AMH), jeho stanovenim
a vyuzitim v klinické praxi. U muzii je AMH tvofen v Sertoliho bunkach varlat. U Zen
granulézovymi builkami, které ve vajecniku obklopuji vajicko. V prenatalnim vyvoji
méa velmi vyznamnou roli pifi spravné sexualni diferenciaci plodu muzského pohlavi,
U zen jeho hladiny pfimo odrézi ovaridlni rezervu. Diky tomu je mozné vyuziti AMH
jako markeru fertility.

Cilem této bakalarské prace bylo stanovit pomoci enzymoimunoanalytické
(ELISA) metody sérové koncentrace AMH onkologicky nemocnych pacientek.
Vsechny vysledky byly nasledné porovnany se skupinami zdravych zen v rGznych

veékovych kategoriich.
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Possibilities of measurement anti-Miillerian hormone in women

Abstract

This thesis focuses on the anti-Miillerian’s hormone (AMH), its determination and
using in clinical practice. In males it is synthesized in Sertoli cells of the testes since in
early stage of embryonal development and then during the whole life. It is also formed
in females in ovaries. AMH expression is critical to sex differentiation at a specific time
during fetal development. AMH can also serve as a molecular biomarker for relative
size of the ovarian reserve in females. Comparison of an individual's AMH level with
respect to average levels is useful like marker in fertility assessment.

The aim of this bachelor thesis was to determine AMH in serum levels AMH by
using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in cancer malignancies.
Furthermore, all results were compared with groups of healthy females in dependence

on age.
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Uvod

V dnesni moderni a uspéchané dobé se stale Castéji setkdvame s jednim z velkych
problém, kterym je odkladani t€hotenstvi a matefstvi do stale vyssiho véku. Dlivodem
muze byt jak kariéra, tak i pocit svobody, které se nékteré Zeny nechtéji vzdat. U Zen ma
v&k zasadni vliv na jejich plodnost. Pramémy vék prvorodiéek v CR se stale zvysuje
a vroce 2016 uz presahl vékovou hranici 30 let. Dlouhodobé odkladéani rodicovstvi
vSak muze zpusobit, ze otéhotnéni uz nebude tak jednoduché a u starSich zen se také
Castéji vyskytuji komplikace spojené s t€hotenstvim. Potize s ot€hotnénim mohou byt
zpusobeny poklesem poctu vajicek a zhorSovanim jejich kvality béhem Zzivota Zeny.
Zeny se rodi s uréitym poétem vajicek a ten postupné klesa se zvysujicim se vékem
zeny. Béhem jednoho cyklu dochazi Kk zaniku 30 az 100 vajicek. U nékterych zen mutize
nastat i stav, kdy se vajicka vypottebuji a dochazi tak k pred¢asné menopauze.

Zeny, které planuji odklad matefstvi, maji v soudasné dob& moznost nechat si
zméfit hladiny anti-Miillerova hormonu v krvi. Tento hormon je tvofen granul6zovymi
buiikami, které obklopuji vajicko ve vajeniku. Hladina hormonu tedy odrazi pocet
vajicek ve vajecniku, ktera jsou k dispozici. Anti-Miillerdv hormon je vyznamnym
ukazatelem fertility a je diky nému mozné zjistit, zda se Zena nachéazi v optimalnim
obdobi fertility, nebo zda schopnost oté¢hotnét klesa. Stanoveni anti-Miillerova hormonu
se zvlasté vyuziva ke stanoveni ovarialni rezervy u Zen, které podstupuji onkologickou
lécbu a planuji te€hotenstvi do budoucna. Nésledkem chemoterapie a radioterapie
dochazi k poskozeni funkce vaje¢nikti. Diky zjisténi ovarialni rezervy u onkologicky
nemocnych pacientek miize byt provedena jedna z metod ochrany ovarialni funkce a to
bud’ kryokonzervace embryi, nebo kryokonzervace ovarialni tkané. Vybér vhodné
metody zavisi vzdy na stadiu nadorového onemocnéni. V piipadé kryokonzervace
embryi je také tfeba existence a souhlas partnera pacientky.

Tato bakaléiska prace se zabyva moznostmi stanoveni anti-Miillerova hormonu
a je rozdélena do dvou ¢asti — teoretické a praktické.

Teoretickd ¢ast zahrnuje vSeobecné informace o anti-Miillerové hormonu. Popisuje
jeho tvorbu a funkce béhem prenatalniho a postnatalniho obdobi Zivota, dale popisuje
diagnostické vyuziti v klinické praxi a metody, které se pouzivaji ke stanoveni jeho

hladin v krvi.
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Praktické ¢ast je zaméfena pifedevsim na metodiku stanoveni hladin anti-Miillerova
hormonu v krvi pomoci metody ELISA. Vzorky séra byly ziskany a méfeny na
Ustavu lékai'ské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol. Hladiny hormonu
byly méfeny u onkologicky nemocnych pacientek a u zdravé populace riznych
veékovych kategorii. VSechny vysledky byly nésledné rozdéleny do n€kolika skupin

a byly mezi sebou porovnavany.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Anti-Miilleriiv hormon

Anti-Miillertv hormon (AMH) je homodimericky glykoprotein patiici do skupiny
transformujiciho rastového faktoru B (TGF-B). TGF-f je skupina rustovych a
diferenciacnich faktorti. Tato skupina zahrnuje krom¢ TGF-B 1 dalSi inhibinové a
aktivinové glykoproteiny. VSichni Clenové této skupiny reguluji fadu biologickych
procest. Reguluji riist tkani a jejich diferenciaci, indukuji apoptozu (Mardesi¢, 2013).

Molekula AMH se sklada z 560 aminokyselin. Pfed sekreci prochazi glykosylaci
na pozici 64 a 329 a poté vytvaii dimery. Vznikd prekurzor dvou identickych
disulfidickych monomert o molekulové hmotnosti ptiblizné 140 kDa. Kazdy monomer
obsahuje velkou N-koncovou doménu (pro-oblast) a mensi zralou C-koncovou doménu.
U AMH se piedpoklada, ze na rozdil od ostatnich ¢lent skupiny TGF-B, vyzaduje
k dosazeni plné bioaktivity N-koncovou doménu, pro umocnéni aktivity C-koncové
domény.

Béhem cytoplazmatického ptenosu dochazi ke S$tépeni casti molekuly AMH
na specifickém misté¢ mezi pro-oblasti a zbylou ¢asti za vzniku biologicky aktivnich
N- a C-koncovych homodimerd. Homodimery zlstavaji v nekovalentnim komplexu. Pti
ucinku na buniky vyuziva AMH dva typy receptorti: MIS receptor typu I (MISRI) a MIS
receptor typu Il (MISRII). Tyto receptory jsou ptitomny na cilovych buikach (Kucera
etal., 2013).

1.1.2 Tvorba anti-Miillerova hormonu

Tvorba AMH probiha u muzu i Zen. U muzt se AMH tvofi v Sertoliho bunikach varlat.
Sekrece AMH u muzili zacind jiz v obdobi embryogeneze a pokracuje v prubehu celého
zivota. Az do puberty se AMH neustale vytvaii a jeho hladiny se udrzuji na vysoké
urovni. Poté klesda k postpubertalnim hodnotdm. Snizeni sekrece AMH Sertoliho

buitkami zavisi vice na stadiu puberty nez na veku (Vacek, 2006).
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U Zen tvorba AMH zacind v ovariich okolo 32. tydne téhotenstvi granul6zovymi
bunikami preantralnich a antralnich folikulti. Hladina AMH reflektuje velikost folikuld,
které nejsou citlivé na stimulacni ptisobeni FSH. Po narozeni je hladina AMH u divek
velmi nizkd. Prvni mensi vzestup je zaznamenan ve dvou letech zivota. DalSi nartst
nastdvd b&hem osmého roku zivota a do dvanact¢ho roku hladina AMH klesa
(Vacek, 2006; Roztocil et al., 2011).

K postupnému zvySovani hladin AMH dochazi od dvanactého roku zivota a
vrcholu dosahuje v obdobi kolem dvaceti péti az dvaceti sedmi let. V této fazi zivota je
ovarialni rezerva 1 hladina AMH na maximu. S narlstajicim vékem Zeny pak hladina
AMH postupné klesd. Tim se snizuje i ovarialni rezerva, nebot’ se zmensuje mnozstvi
folikult. Znaény pokles AMH nastavd po menopauze, kdy je zasoba folikuli zcela
vyCerpana. Nizké hladiny AMH mohou byt ovlivnény genetickymi piedpoklady c¢i
dal$imi rizikovymi faktory, napt. infekce, prodélané operace, ale také kouteni a vlivy

zivotniho prostiedi (Vacek, 2006; Visser, 2006; Roztocil et al., 2011).

) 4 hlava nadvarlete chamovod
—— ODaloVvE vrstva folikulu > \

bazélIni laminia eferentni tubuly

\ dutina vyplnéna
\  folikuldrni tekutinou
kumulované bunky

prepaiky

primarni oocyt

= kapilary

vrstva granuldzovych
bunék semenné kanalky

laloky varlete

OVARIALNI FOLIKUL VARLE

Obrazek 1 Tvorba AMH
Zdroj: http://www.bc-amh.com/AMH_ Introduction/ (ptevzato a upraveno)

1.2 Funkce anti-Miillerova hormonu

Prvni zminka o AMH byla okolo roku 1940 francouzskym endokrinologem A. Jostem.
Poukazal na latky bilkovinné povahy, které byly vytvotené ve varlatech savcl, vcetné
Clovéka. Tyto latky se znacné liSily od testosteronu a byly zodpovédné za regresi

Miillerovych vyvoda v prenatalnim vyvoji (SangLab, 2012).
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Pojmenovan byl podle némeckého fyziologa J. P. Miillera a byl nazyvan
Miillerovym inhibi¢nim faktorem (MIF, Miillerian-inhibiting factor) nebo Miillerovym
inhibi¢nim hormonem (MIH, Miillerian-inhibiting hormone). Soucasny nazev AMH je
pouzivan podle Dr. Nathalie Josso od roku 1986 (SangLab, 2012).

U muzi je AMH zodpovédny zejména za normalni vyvoj muzského pohlavniho
systému. U Zen ma AMH vyznamnou roli v ovaridlni folikulogenezi a hlavni ulohu

hraje pti dozravani folikul (Vacek, 2006; Kittnar, 2011).

1.2.1 Funkce anti-Miillerova hormonu v prenatalnim obdobi

Pohlavi ¢lovéka je dané jiz v okamziku oplozeni, ale samotné diferenciace pohlavi
plodu zacina az kolem 6. tydne téhotenstvi. Béhem casnych stadii prenatalniho vyvoje
maji plody obou pohlavi dva pary vyvoda: Wolffovy (ductus mesonephricus)
a Miillerovy (ductus paramesonephricus). Tyto vyvody tvoii zaklad pro dal$i vyvoj
pohlavnich orgdni muzl i zen (Vacek, 2006).

Bé&hem embryonalniho vyvoje dochazi k expresi genu SRY, ktery se uplatituje pti
produkci steroidogenniho faktoru 1 (SF1). SF1 indukuje diferenciaci indiferentnich
bun¢k provazct v Sertoliho bunky a déle diferenciaci mezenchymovych bunék
v Leydigovy bunky (Vacek, 2006).

Sertoliho bunky varlat produkuji AMH, diky kterému dochéazi k nevratné regresi
Miillerovych vyvodi, kterd je dokoncena do konce 9. tydne téhotenstvi. Na Leydigovy
bunky pusobi lidsky chorinovy gonadotropin (hCG) a stimuluje tak produkci muzskych
pohlavnich hormonil, zejména testosteronu. Testosteron piisobi na buiky cilovych
organti a stimuluje diferenciaci Wolffova vyvodu a jeho pfeménu na vyvodové cesty
varlete, kanalek nadvarlete a chamovod. Cely tento proces nemiZze bez ptitomnosti
AMH probéhnout. Diky ptisobeni testosteronu a AMH je tak dokoncena muZska
diferenciace gonad (Vacek, 2006; Kittnar, 2011).

Chybi-li SRY geny nedojde k vytvoteni varlete a zlstavaji zachovany Miillerovy
vyvody a davaji ptivod vejcovodim a uteru. Wollfovy vyvody zanikaji, protoze chybi
stimulace testosteronem. Nedostatek AMH a testosteronu se projevi na vyvoji zevniho

genitalu, ktery nabyva zenského charakteru (Vacek, 2006).
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Pohlavni diferenciace plodu Zenského pohlavi neni zavisld na hormonech, ale
uplatiiuji se DAX1 geny, které se nachazi v kratkém raménku chromozomu X. Tyto
geny inhibuji produkci SF1 a tim i diferenciaci Sertoliho a Leydigovych bunék, které
produkuji testosteron. Zabranénim diferenciace Sertoliho bunék nedochazi k produkci
AMH a je tak zabranéno regresi Miillerovych vyvoda. Miillerovy vyvody se vlivem

zenskych pohlavnich hormonti rozviji v Zzenské pohlavni organy (Vacek, 2006).

Mesonefros Millerav vyvod
Gonada Wolffiiv vyvod

MuUZ

ZENA

Nadvarle
Vajecnik
Varle
Vejcovod
Chamovod

Méchyt

(%> p—— Semenny vacek
Ejakulaéni kanal
Prostata

Déloha

Vagina

Obrazek 2 Schéma sexualni diferenciace plodu v prenatalnim obdobi
Zdroj: http://physiologyplus.com/wp-content/uploads/2017/01/differentiation-
of-the-reproductive-tract.png (ptevzato a upraveno)

1.2.2 Funkce anti-Miillerova hormonu v postnatalnim obdobi
1.2.2.1 Ovarialni cyklus

Pfi narozeni kolisa pocet primordialnich folikulti od 700 000 do 2 miliont. Nékteré
Z nich zacinaji zrat jesté pied dosazenim puberty diky plsobeni folikulostimulaéniho
hormonu (FSH) a estrogentll. Zrani pokracuje az do vytvofeni antralnich (sekundéarnich)
folikult. K jejich Uplnému dozrani nedochéazi, protoze se neuplatiiuje piisobeni
luteinizaéniho hormonu (LH) a dochazi k atrézii folikuld. Do puberty zaniknou vSechny
predcasné vyzralé folikuly. Pocet primordialnich folikulh se tak sniZi pfiblizn€ na pocet

300 000 (Vacek, 2006; Visser, 2006; Kittnar, 2011).
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S nastupem menstruace zacind u zen obdobi reprodukéniho zivota v souvislosti
s vyluovanim FSH a LH. Pusobeni téchto hormoni se projevuje cyklickymi
histologickymi zménami v ovariu (ovarialni cyklus) a v délozni sliznici (menstruacni
cyklus) béhem celého reprodukéniho zivota, ktery kon¢i po menopauze
(Kittnar, 2011; Rokyta, 2015).

Vyvoj ovaridlnich folikuli je zahdjen v Casné lutedlni fazi, tzn. po ovulaci
predchoziho cyklu. Ze zéasoby primordidlnich folikuld vstupuje do stadia ristu
20 - 25 folikult. Aktivace folikuli se projevi zménou primordialniho folikulu na
primarni. Piisobenim FSH prostednictvim rustového faktoru GDF-9 se folikuly zvétsuji
na preantralni. Mezi folikularnimi bunkami vznika dutina vyplnénd folikulérni
tekutinou (likvorem), jde o antrdlni folikul nebo o tzv. Graafiv folikul
(Vacek, 2006; Kittnar, 2011; Rokyta, 2015).

Rostouci folikularni bunky jsou zdrojem malého mnozstvi estrogent a inhibinu.
Zvysenim tvorby tlumi dal$i tvorbu FSH. Pokles produkce FSH navozuje atrézii
rostoucich folikuldi, z nichz je nésledné¢ vybrén jeden dominantni folikul vytvéafejici
velké mnoZstvi estrogeni a ktery je ur€eny k ovulaci. Stupniyjici se tvorba estrogenli
stimuluje tvorbu LH. Pisobenim LH dochazi k procesu zrani folikulu. Ovulace je
zavisld na 6 - 10 nasobném zvySeni LH pied uvolnénim vajicka. LH spolu s FSH
navozuje bobtnani vnéjSich vrstev Graafova folikulu. Vnéjsi vrstva se v jednom misté
vyklene ven a plsobenim proteolytickych enzymi praskne a vaji¢ko je vypuzeno do

btisni dutiny (Vacek, 2006; Kittnar, 2011; Roztocil et al., 2011).

sekundarni folikul s o
primarni folikul

\' primordialni folikul
@ A 4 ”y
grafav folikul ~{¢ V&j@@ﬁll’(
\ bilé t&lisko
2 Zluté télisko
vajicko ——e
vyvijejici se zluté télisko

ovulace

Obrazek 3 Ovulaéni cyklus ve vajecniku
Zdroj: http://fblt.cz/wp-content/uploads/2013/12/Kapitola-08-01-01.jpg
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1.2.2.2 Gonadotropiny

Gonadotropiny jsou hormony produkované uz v détském véku i v obdobi pted pubertou,
ale jejich hladiny jsou nizké. Produkce gonadotropinii probiha v adenohypofyze
a je podporovana pomoci GnRH (gonadotropiny uvoliujici hormon). GnRH stimuluje
produkci gonadotropint jen tehdy, pokud jeho sekrece probihd v pulzech. Kontinualni
sekrece GnRH blokuje produkci gonadotropini v adenohypofyze. Produkce
gonadotropinit je tlumena zapornou zpétnou vazbou, kterd je zprostiedkovéana
estradiolem (E2) (Rozto¢il et al., 2011; Travnik, 2015).

FSH je glykoprotein, ktery je secernovan gonadotropnimi bunikami pfedniho laloku
hypofyzy. Stimuluje rist a dozravani ovarialnich folikulii. Spolu s LH podporuji sekreci
estrogeni a podileji se na zmén€ endometria v menstruacnim cyklu. V menopauze
dochazi k poklesu produkce steroidi a postupnému snizovani zpétné vazebné inhibici
sekrece FSH (Racek, 2006; Prusa et al., 2012).

LH je glykoprotein produkovany gonadotropnimi buifikami ptedniho laloku
hypofyzy. Sekrece LH je regulovana centralné pomoci GnRH, neurotransmitery CNS
a periferné plisobenim pohlavnich steroidnich hormonti. LH ptisobi na buiiky ovérii, kde
dochazi ke stimulaci syntézy steroidl, které jsou nésledné¢ pireménovany na E2,
za prispéni FSH. LH odpovida za kone¢né zrani folikuld, vyvolava ovulaci a pocatecni

vyvoj zlutého téliska se sekreci progesteronu (Racek, 2006; Prisa et al., 2012).

1.2.2.3 Inhibicni funkce AMH

V postnatalnim obdobi je hlavni funkci AMH dozravani ovarialnich folikuld, kdy hraje
roli pfi vybéru dominantniho folikulu. AMH je produkovan v né€kolika stadiich
folikulogeneze. AMH se za¢ina tvofit v granuldozovych bunkach primarniho folikulu,
ale nejvétsi tvorba probihd v granuldzovych burikach preantralnich a malych antralnich
folikuli do priméru 6 mm. Tvorba probihd do doby, dokud se rast folikulli nestane
zavisly na FSH. Poté tvorba AMH klesa (Vacek, 2006; Roztocil et al., 2011).

Ve folikulogenezi mé inhibi¢ni funkci ve dvou rozdilnych stupnich. V prvnim
stupni AMH inhibuje pfechod primordidlnich folikuld. Tim tak vyznamné reguluje

pocet folikult, které zbyvaji v primordidlnim stadiu (Vacek, 2006).
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Ve druhém stupni md& AMH inhibi¢ni vliv na folikularni citlivost na FSH. Inhibuje
stimulaci riistu preantralnich a malych antralnich folikuli hormonem FSH a sehrava tak

roli v procesu folikularniho vybéru (Visser, 2006).

primordialni primarni preantralni / antralni ovulaéni

Obrazek 4 Model ptisobeni AMH ve vajecniku
Zdroj: http://docplayer.cz/docs-images/43/996490/images/page_7.jpg (pfevzato a upraveno)

1.3 Stanoveni AMH

V praxi se nejcastéji hladiny hormont stanovuji pomoci imunochemickych metod. Tyto
metody vyuZzivaji interakce antigenu se specifickymi protilaitkami za tvorby
imunokomplexu antigen-protilatka-antigen. Antigen je jakakoliv substance, se kterou
protilatka specificky interaguje. Protilatkami jsou bilkoviny krevniho séra, nejcastéji
glykoproteiny, vykazujici specifickou vazebnou schopnost vi¢i antigenu
(Kéas et al., 2005).

Moznosti stanoveni nebo detekce vzniklého imunokomplexu zavisi nejen na
charakteru a koncentraci obou reaktantt, ale i na prostiedi ve kterém se dana interakce
uskutecnuje. Diky vysoké specifité, citlivosti a relativné snadnému provedeni, nasly
imunochemické metody velké uplatnéni v diagnostice huménni a veterinarni mediciny

(K43 et al., 2005).
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1.3.1 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImunnoSorbent Assay) je heterogenni enzymova
imunoanalyza. Metoda ma nékolik variant stanoveni. Nejcastéji se déli podle zpusobu
provedeni - kompetitivni a nekompetitivni (tzv. sendvicova) technika. Nebo podle typu
pouzitého antigenu ¢i protilatky - pfima a nepfima ELISA (Kas et al., 2005).
Koncentrace stanovovaného analytu ve vzorku se zjistuje vzdy z kalibra¢ni kiivky
sestrojené pomoci standardd. NejcastéjSim typem pevného nosic¢e jsou stény jamek
mikrotitracnich desticek z polystyrenu. Tyto desticky jsou vhodné pro analyzu vétsiho

mnozstvi vzorkl pii screeningu v kontrolnich a vyzkumnych laboratotich. Ke stanoveni

vvvvvv

1.3.1.1 Nekompetitivni enzymova imunoanalyza

V analyzovaném vzorku s antigenem reaguje nejprve protilatka, kterd je zakotvend na
pevny nosi¢. Po ustanoveni rovnovahy se cely systém promyje a ve druhé fazi se na
antigen, zachyceny na protildtce na pevném nosici, navdze dalsi protildtka znacena
enzymem. Po dal$im promyti se méfi enzymova aktivita, kterd je zprostfedkovana

zachycenim na pevnou fazi (Kas et al., 2005).

1.3.1.2 Primad kompetitivni enzymovd imunoanalyza

Protilatka na pevném nosici interaguje s antigenem ve vzorku a soucasné 1 se znacenym
antigenem. Antigeny spolu soutéZzi o vazebnd mista na protilatce. Po ustanoveni
rovnovahy se systém promyje a méfi se enzymova aktivita zachycend na pevné fazi

(Kéas et al., 2005).

1.3.1.3 Neprima kompetitivni enzymova imunoanalyza

vV

Antigen na pevném nosici soutézi s antigenem ve vzorku o vazebné misto na protilatce
pfidané v roztoku do systému. Po ustanoveni rovnovdhy a po promyti se zjistuje
mnozstvi zakotvené protilatky v nekompetitivni fazi analyzy. K tomu se pouziva

protilatka proti protilatce, ktera byla ptfidédna v prvni fazi (Kas et al., 2005).
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1.3.2 Chemiluminiscence

Patfi mezi luminoimunoanalytické metody (LIA) u kterych se pro oznaceni indikatoru
pouziva luminofor. U chemiluminiscence jsou luminofory rizné latky. Aby u téchto
latek doslo k produkci zéafeni, musi ziskat podnét na zédkladé chemické reakce. Produkce
svétla je Casové omezena a je tedy nezbytné, aby métfeni vzorku probéhlo v urcitém
okamziku. Chemiluminiscence je pfimo uUmérnd mnozstvi analytu tvoficiho

imunokomplex (Karlikova et al., 2013).

1.3.2.1 Elektrochemiluminiscence

K vyzafeni svétla indikatoru se vyuziva elektricky impuls. Reakce probihd na pevné
fazi, ktera je tvofena magnetickymi mikro¢asticemi s navazanym streptavidinem. Na n¢j
se navaze antigen znaceny biotinem nebo vychytévaci protilatka. Detekéni protilatka je
znacena rutheniovym komplexem. Komplex je pfeveden do métici butiky. Ta obsahuje
elektrody, na které je ptiveden elektrosignal (Karlikova et al., 2013).

Dochazi k oxidaci iontd Ru?* na Ru®" a nasledn& k op&tovné redukci na ionty Ru?".
Ionty se pifebytecné energie zbavuji pomoci luminiscenéniho zafeni. Tato cyklicka
reakce je podminéna oxidaci a naslednou redukci tripropylaminu (TPA). Jedna se
o vratnou reakci a cyklus mize byt nékolikrat opakovan. Produkce luminiscen¢niho
zafeni se zvysuje.

Biotinylovana protikdtka prati AMH

A Streptavidinem

potatend mikrocdstice

©
AMH 'S 8 minyt é . ¢ 9 minyt é — }

28 vzorku
+
Detekca

Protildtka proti AMH znatend rutheinowvym komplexem
Obrazek 5 Princip stanoveni pomoci elektrochemiluminiscence

Zroj:http://www.cobas.com/content/dam/cobas_com/pdf/product/Elecsys%20AMH/Elecsys%2
0AMH%20FactSheet.pdf (pfevzato a upraveno)
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1.4 Hladiny AMH v krvi

Hladina AMH v séru je pfimo imérna poctu antralnich folikultt béhem ¢asné folikularni
faze a je tak lepSim parametrem pro sledovani ovaridlni rezervy nez FSH nebo E2
meéfené 3. den cyklu. Hladiny AMH se na rozdil od vySe zminénych ukazatelim nijak
vyznamné nemeéni ani v prub¢hu menstruacniho cyklu, ani mezi nésledujicimi cykly.

Zvysené hladiny AMH jsou spojovany se syndromem polycystickych ovarii
(PCOS), kdy nadbytek folikul produkuje nadmérné mnozstvi AMH. Vysoké hladiny se
také objevuji u nékterych typi ovaridlnich nadord, nadord Sertoliho-Leydigovych
bun¢k, v nekterych pfipadech necitlivosti na androgeny a u poruch biosyntézy
testosteronu. SniZzené hladiny AMH byly pozorovany u nékterych ptipadi predCasné
puberty a predéasné menopauzy.

Hodnoty AMH jsou ukazatelem, zda je pocet vajicek u Zeny dostateény a plodnost
zeny optimalni. Podle typu laboratofe se vysledné hodnoty AMH uvadéji v ng/ml nebo
pmol/l. Rovnice pro pievod jednotek je: 1 ng/ml = 7,14 pmol/l.

V tabulce €. 1 jsou uvedena referenéni hodnoty AMH v séru. Hodnoty < 2,2 ng/ml
se u pacientek pred IVF povazuji za slabou odezvu a za velmi nizkou odezvu se

v souvislosti s limitem detekce povazuji hodnoty < 0,3 ng/ml.

ng/mi pmol/I
OPTIMALNI 40-6,8 28,6 — 48,5
DOSTATECNA 2,2-4,0 15,7 - 28,6
NIZKA 0,3-2,2 2,2-157
VELMI NiZKA <0,3 <22

Tabulka 1 Referenéni hodnoty AMH v séru
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1.5 Diagnostické vyuZiti AMH

V 70. letech se laboratorni diagnostika AMH provadéla na histologickych preparatech
a jeho samostatna funkce byla sledovana na pokusech in vivo na krysich embryich.
AMH byl ptedevsim zkouman pro svou regulacni roli v muzské pohlavni diferenciaci.
Naro¢nost metody neumoznila §ir§i vyuziti v rutinni diagnostice (SanglLab, 2012;
Mardesic et al., 2013).

Laboratorni diagnostika objevila vyuziti AMH v rutinni diagnostice az v poslednim
desetileti. Dnes je stanoveni AMH béZzné pouzivand metoda zejména pii stanovovani
individualni ovaridlni rezervy u Zen. S timto vyuZzitim se setkdvame piedev§im v IVF
centrech, ale v poslednich letech roste velky zajem o vySetfeni ze strany Zen, které

planuji t€hotenstvi a matefstvi po 30. roku zivota (SangLab, 2012).

1.5.1 Stanoveni ovarialni rezervy

Hladiny AMH odrézeji postupny pokles poctu folikuli se zvySujicim se v€kem a tim
i starnuti vajecnikd a blizici se menopauzu. Stanovuje se spolu se stanovenim FSH,
inhibinu B a E2. Pomoci AMH lze rozliSovat zeny s nedostate¢nou nebo naopak
nadmérnou odpoveédi na stimulaci gonadotropiny. Stanoveni AMH ma v tomto ohledu
vys8i senzitivitu a specifitu nez hodnoty FSH, inhibinu B a E2 a to z diivodu minimalni
variability hladin AMH béhem jednotlivych fazi menstrua¢niho cyklu (Mardesic¢ et al.,
2013).

AMH se pouzivd jako jeden =z nastrojii, které pomahaji odhadnout délku
reprodukéniho obdobi u Zen, odhadnout individudlni ovaridlni stimulaci a posoudit
ovarialni rezervu u pacientek v souvislosti sjiz provedenym nebo planovanym
chirurgickym zakrokem na ovariich, u pacientek podstupujicich asistovanou reprodukci
nebo i u mladych onkologicky nemocnych pacientek podstupujicich onkologickou 1écbu

(Mardesic et al., 2013).

1.5.1.1 Stanoveni ovarialni rezervy u onkologicky nemocnych

Chemoterapie a radioterapie redukuji u Zen tzv. ovarialni rezervu, ktera je hlavnim
determinujicim faktorem piedcasného ovaridlniho selhani. Onkologickd 1écba tak

zanechdva Casto trvalé nasledky mezi které patii nejcastéji pravé neplodnost na zakladé
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ireverzibilniho poskozeni gonad. K poskozeni gonad dochézi u 70 - 100 % ptipadi
Vv zavislosti na druhu chemoterapie a na poctu podanych cykli (Huser et al., 2014).
Béhem onkologické 1€¢by dochédzi ke zniCeni poloviny vSech primordialnich
folikulti. Klinicky se tento stav nijak neprojevuje a u zen dochazi k obnoveni
pravidelného menstrua¢niho cyklu. Po nékolika letech normalni funkce vajecnikii vSak
dochazi k nastupu pted¢asné menopauzy. U Zen po UspéSné onkologické 1é¢bé proto
neni vhodné, aby dlouho odkladaly obdobi otéhotnéni a mateistvi (Huser et al., 2014).
U dospivajicich onkologicky nemocnych pacientek, které maji dobrou Sanci na
vyléCeni, by méla byt zvazena néktera z technik reprodukéni ochrany. Diky tomu je
mozné predejit nebo vyrazn€¢ zmirnit vyznamné poruchy reprodukce zplisobené

onkologickou 1écbou. (Huser et al., 2014)

1.5.1.2 Metody ochrany ovarialni funkce

1.5.1.2.1 Kryokonzervace embryi (KET)

KET je metoda, ktera je technicky dobfe zvladnuta a zavedena do praxe. Poskozeni
ovarii byva vétSinou nevratné a to v disledku pfedem uréeného poctu ovarialnich
folikulti pfi narozeni. Destrukce folikulu vede k primarni ovaridlni nedostatecnosti
a nasledné sterilité. (Huser et al., 2014)

Provedeni této metody je limitovano nékolika podminkami. Je tfeba podstoupit tuto
metodu v ¢asném stadiu onkologického procesu, s ¢imz souvisi i dobry zdravotni stav
pacientky, ktery dovoli odsunuti zahajeni onkologické 1é¢by o 3 - 4 tydny. Pacientky
podstupuji ovaridlni stimulaci gonadotropiny s naslednym odbérem oocyti. DalSim
pozadavkem je existence partnera pacientky a jeho pisemny souhlas s provedenim
IVF-cyklu a poskytnuti spermii k oplozeni oocyti pacientky. Pokud pacientka partnera

nema, nelze tuto metodu vyuzit. (Huser et al., 2014)

1.5.1.2.2 Kryokonzervace ovarialni tkane (KOT)

KOT je metoda piedstavujici jedinou moznost reprodukéni ochrany pacientek kde nelze
oddalovat zahajeni onkologické 1écby, pro riziko progrese onemocnéni. Tato metoda
spo¢iva v odbéru ovarialni tkané kortexu a v jejim zachovani do doby, kdy je

onkologické onemocnéni pacientky trvale vyléceno (Huser et al., 2014)
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Tkan ovarialniho kortexu obsahuje primordialni folikuly a po rozmrazeni mize byt
transplantovana zpét do organismu pacientky nebo miize byt vyuzita ke kultivaci
primordialnich folikulti in vitro. Transplantovana tkan zajistuje u zen fertilitu po
onkologické 1écbe, ale nemuze dlouhodobé zajistit menstruacni a ovulacni cyklus.

(Huser et al., 2014)

1.5.2 Diagnostika a lécba ovaridlnich nadorii

~~~~~

vyuzit i jako velmi citlivy a specificky nadorovy ukazatel u nadord, které vychazeji
z granul6zovych bun¢k. Pouziva se také pii sledovani pacientek po odstranéni ovarii.
U Zen postizenych nddorem jsou hladiny mnohonasobné vys$i nez u zdravych Zen.

(Slezékova, 2007; Macék et al., 2012)

1.5.3 Diagnostika a sledovani syndromu polycystickych ovarii

PCOS jsou oboustranné zvétSena ovaria, v jejichZ klife se objevuje fada cystickych
dutin. V okoli cyst se vyskytuje kortikalni fibroza. U PCOS dochazi k nizké produkci
estrogend, ale naopak dochdzi k nadprodukci androgenti. Klinicky se onemocnéni
projevuje poruchami menstruacniho cyklu (oligomenorea nebo amenorea). Pokud je
menstruaéni cyklus pravidelny je anovulacni, tzn., Ze nedochazi k ovulaci. Dalsim
projevem je sterilita (Macak et al., 2012; Schneiderova, 2014).

PCOS je diagnostikovan u 5 - 10 % Zen v reprodukénim véku a byva spojovan
zejména s metabolickymi poruchami. Zeny s PCOS maji v ovariich az Sestkrat vyssi
pocet folikulti nez zdravé Zeny. Tim je zvySena i produkce AMH. Hladiny AMH u Zen
s PCOS klesaji pomaleji nez u Zen s normalnim ovula¢nim cyklem (Steffen et al., 2010;
Macak et al., 2012).

Po chirurgické 1écbé ovarii, kdy se odstrani az polovina jejich objemu, dochézi
u zen v80 % kupravé cyklu a az 50 % Zen mlze po tomto zakroku otehotnét

(Schneiderova, 2014).

1.5.4 Diagnostika ovaridlniho hyperstimulacniho syndromu

Ovariélni hyperstimulacni syndrom (OHSS) je potencionalné ohrozujici stav projevujici

se prehnanou odpovédi vajecnikii u Zen podstupujicich hormondlni fizenou stimulaci
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(COS). Vajecniky se stimuluji gonadotropiny a ovulace se provokuje pomoci hCG.
Cilem hormondlni stimulace je ziskani vice vaji¢ek k oplodnéni (Vacek, 2006; Kucera,
2013).

Symptomy se mohou rozvinout uz béhem ovariadlni stimulace. Na rozvoji se podili
zvétseni vajecnikt zplsobené velkym poctem folikulli s néslednym vznikem cyst
a edému stomatu. U vétSiny zen ma OHSS lehky pribéh a v ojedinélych ptipadech
muze vyustit v nahly stav ohrozujici pacientku (Weiss, 2010; Kucera, 2013).

Preventivnim opatienim OHSS je sonografické stanoveni poctu antralnich folikul
a stanoveni hladiny AMH pted volbou IVF stimula¢niho protokolu. Podle koncentrace
AMH je mozné predikovat ovarialni odpovéd’ na stimulaci gonadotropiny a volit jejich
davku (Travnik, 2015).

U pacientek se zvySenym rizikem OHSS je dileZité zvolit misto klasického

spousténi dozravani folikulu pomoci hCG, spousténi analogem GnRH (Travnik, 2015).
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2 Cile prace

Cilem teoretické Casti této bakalarské prace bylo predevsim shrnuti jiz existujicich
poznatk, které byly o AMH a 0 jeho mozném klinickém vyuziti u Zen publikovany.

V praktické casti této bakalatské prace bylo hlavnim cilem zhodnoceni naméfenych
koncentraci AMH v séru pomoci metody ELISA. VSechny vzorky byly méfeny na
ULCHKB 2. LF UK a FN Motol. Naméiené hodnoty byly poté rozdéleny do &tyf
skupin. Hodnoceny byly skupiny téchto pacientek: onkologicky nemocné pacientky ve
veéku 20 - 29 let a zdrava populace ve veku 20 - 29 let, 30 - 42 let a s vékem nad 43 let.
Dalsim cilem bylo z namétfenych a zpracovanych dat poukazat na vyznam stanoveni
AMH v klinické praxi. A dale porovnani dvou klinickych metod, které se bézné

pouzivaji pro stanoveni AMH.
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3 Metodika

3.1 Pristroje a pomiicky

automatické pipety jedno a vicekanalové (Finnpipette™)

Spicky k pipetam (Finntip)

ttepacka na promichavani vzorka

promyvacka HydroFlex (TECAN, Svycarsko)

destickovy spektrofotometr Sunrise s filtry 340 nm, 450 nm a 620 nm (TECAN,
Svycarsko), pro ovladani spektrofotometru z poditate a vyhodnoceni
namétenych dat byl pouzit software Magellan™

souprava reagencii AMH Gen II ELISA (Beckman Coulter Inc., USA,
kat. ¢. A79765)

souprava kalibratori a kontrolnich roztoki AMH Gen II Calibrators and
Controls (Beckman Coulter Inc., USA, kat. ¢. A79766)

plastové nebo sklenéné zkumavky

3.2 Reagencie, kalibratory a kontroly

Reagencie obsazené v soupravé AMH Gen Il ELISA (Beckman Coulter Inc., USA,
kat. ¢. A79765).

Anti-AMH Gen Il Antibody Coated Microtitration Strips — potahované stripy,
individudlné vyjimatelné desticky o formatu 96 jamek (12x8 suchych jamek
potazenych mySi monoklondlni protildtkou proti AMH tiidy IgG), vSe je
zabaleno v uzaviratelném sacku se suSicim piipravkem a ptipraveno k pouziti

AMH Gen Il Sample Diluent — roztok na fedéni vzorki; tlumivy roztok
S hovézim sérovym albuminem (BSA), stabilizacnim ¢inidlem a azidem sodnym
AMH Gen Il Antibody-Biotin Conjugate — roztok obsahujici biotinylovanou
protilatku proti AMH v tlumivém roztoku s proteiny, stabilizacnim c¢inidlem

a azidem sodnym
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e Streptavidin-Enzyme Conjugate — konjugat streptavidinu kovalentné vazany
s kfenovou peroxiddzou (HRP) v pufru se smési mySich a hovézich proteini,
stabiliza¢nich Cinidel a azidu sodného

e AMH Gen Il Assay Buffer — tlumivy roztok, pufr s BSA, stabiliza¢nimi ¢inidly
a azidem sodnym

e TMB Chromogen Solution — chromogenni substratovy roztok TMB
(3,3°5,5 - tetramethylbenzidin) v citratovém tlumivém roztoku s peroxidem
vodiku
a stabilizatory pro detekci peroxidazové aktivity

e Wash Concentrate | — koncentrat promyvaciho roztoku, obsahuje pufrovany
fyziologicky roztok s neionogennim detergentem, pied pouzitim natfedit 1 dil
Wash Concentrate | s9 dily deionizované vody. Takto pfipraveny roztok je
stabilni pfi teploté 25 °C pfiblizn¢ 1 mésic

e Stopping Solution A — zastavovaci roztok obsahujici 0,2 M kyselinu sirovou

Kalibra¢ni a kontrolni roztoky AMH Gen II Calibrators and Controls (Beckman Coulter
Inc., USA, kat. ¢. A79766).
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Zdroj: http://www.beckmancoulter-amh.com/en/wp-
content/uploads/High_Res_Boxen-1024x436.png
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3.3 Méieni AMH

V roce 2014 byla na Ustavu lékatské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN
Motol zavedena metoda na stanoveni AMH, kterd byla Gspésné validovana.

S kazdou sérii vzorkii probiha i stanoveni kontrol kvality na dvou koncentra¢nich
hladinach. Hladina 1 s deklarovanou koncentraci 2,5 ng/ml méla primérnou hodnotu
2,20 ng/ml. Hladina 2 s deklarovanou koncentraci 8,0 méla primérnou hodnotu

7,34 ng/ml. Ostatni statistické hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

HLADINA 1 HLADINA 2
ng/ml
: (n=19) (n=19)
ARITMETICKY
PRUMER 2,20 7,34
SD 0,12 0,46
VARIACNI
KOEFICIENT (%) 5,47 6,24
BIAS (%) 11,85 8,27

Tabulka 2 Hodnoty kontrol kvality

3.3.1 Preanalyticka faze

Ke stanoveni AMH se pouziva sérum odebrané standardni odbérovou soustavou a je
tieba odebrat minimalné 2 ml krve. Vzorek krve by mél byt odebiran mezi 6 - 8 hodinou
ranni. Pro odbér krve na stanoveni AMH se pouzivaji zkumavky s ¢ervenym uzavérem,
které obsahuji akcelerator hemokoagulace. Nesmi se pouZzivat zkumavky s EDTA.
Po odbéru je vzorek dopraven do laboratote, kde je nalezité oznacen a zpracovan.
Vzorky uchované a uzaviené pii 5 - 7 °C v lednici s monitorovacim rezimem je nutno
zpracovat do 48 hodin.

Pro delsi skladovani se vzorky uchovavaji pii -20 °C az po dobu 8 tydnt. Jiz
jednou rozmraZzeny vzorek nelze opétovné mrazit. K analyze nelze pouzit silné

lipemické nebo hemolytické vzorky.
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3.3.2 Pracovni postup

Souprava, kalibratory, kontroly a vzorky jsou pfed pouzitim vytemperovany na
laboratorni teplotu.

Kontroly, kalibratory a vzorky jsou pfed pouzitim natedény pufrem potiebnym pro
analyzu (Assay pufr). Do odpovidajicich zkumavek je pipetovano 300 ul Assay pufru
a poté je ptridano 60 ul kontroly, kalibratoru nebo vzorku. Vse je dobie promichano
a podle pipetovaciho protokolu je piipraven piislusny pocet stript, do kterych je
napipetovano 120 ul nafedénych kontrol, kalibratori a vzorkti. Nasleduje inkububace
1 hodinu za stalého tfepani (600 - 800 rpm) pii laboratorni teploté. Po inkubaci je vSe
promyto. Promyvaci krok je opakovan vzdy 5x. Kazda jamka je promyvana 400 pl
pfipraveného promyvaciho roztoku na promyvacce. V poslednim kroku promyvaciho
cyklu je promyvaci roztok odsan a desticka je poté obracena na bunicitou vatu, aby byly
odstranény posledni zbytky promyvaciho roztoku.

Do kazdé jamky je pomoci nastavitelné opakovaci pipety ptidano 100 ul roztoku
biotinem znacené protilatky. Nasleduje inkubace 1 hodinu za stalého tfepani pfi
laboratorni teploté. Po nasledném promyti a odstranéni zbytkli promyvaciho roztoku je
do vSech jamek pipetovano 100 ul konjugatu streptavidinu-HRP. Inkubace probiha po
dobu 30 minut za stalého tfepani pii laboratorni teploté.

Po inkubaci a nésledném promyti je do vSech jamek pipetovano 100 pl substratu
TMB. Barevna reakce, ktera je vyvolana ptidavkem TMB probiha zhruba 8 - 12 minut,
podle intenzity vznikajictho modrého zabarveni. Inkubace probihd na tfepacce pfi
laboratorni teploté ve tmé. Reakce je zastavena piidavkem 100 pl zastavovaciho
roztoku. Mé&feni absorbance pii 450 nm je mozné provést do 30 minut po piidani

zastavovaciho ¢inidla.

3.3.3 Vyhodnoceni vysledkii

Kalibratory jsou doddvany v 7 koncentra¢nich hladindch o rozsahu kalibra¢ni
kiivky 0,16 - 22,5 ug/l. Kalibratory a kontroly je tfeba uchovavat zamrazené pfi
-20 °C. Pomoci dodavanych kontrolnich vzorkti v soupravé AMH Gen |l
(kat. ¢. A79766) byla vypocitana reprodukovatelnost metody viz tabulka ¢. 2. Ob¢

kontroly byly pipetovany do jamek mikrotitracni desti¢ky a byly zpracovéany spolu se
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vzorky séra pacientek. Vysledky koncentraci AMH byly méfeny spektrofotometricky
a vyhodnoceny pomoci softwaru Magellan™. Pomoci kalibrac¢ni kiivky, ktera byla
softwarem vytvorena, byly vypocitany koncentrace AMH ve vzorcich séra.

Limit detekce metody byl stanoven na 0,17 ng/ml. Hodnoty koncentrace

< 0,17 ng/ml byly ve vSech tabulkach a grafech zpracovavany jako hodnota limitu

detekce.
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Obrazek 7 Kalibra¢ni kiivka AMH
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4 Vysledky

V této bakalarské praci byly pomoci metody ELISA zméieny hladiny AMH ve vzorcich
séra onkologicky nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let a zdravé populace ve tiech
vékovych kategoriich. Vzorky pouzité v této praci byly piijaty a zpracovany na Ustavu
1ékaiské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol. V této praci byly pouzity
hodnoty, které byly naméteny od roku 2014 do roku 2016. Na méteni vzorka v roce
2016 jsem se sama podilela a data z ptedchozich let byla pievzata z laboratorniho
informaéniho systému (LIS) na ULCHKB 2. LF UK a FN Motol.

Namétené hodnoty byly néasledné rozdéleny do ctyf skupin. Prvni skupina byla
tvofena onkologicky nemocnymi pacientkami ve véku 20 - 29 let s nejcastéjSim
vyskytem téchto diagnéz: akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), akutni myeloidni
leukémie (AML), zhoubny novotvar (ZN) — dlouhé kosti dolni koncetiny, ZN — ovarii.
Dalsi tfi skupiny byly tvofeny zdravou populaci. Zdrava populace byla podle véku
rozdélena na tyto tfi skupiny: 20 - 29 let, 30 - 42 let a s vékem nad 43 let. Ve skupiné
onkologicky nemocnych bylo 165 pacientek. Zdrava populace ve véku 20 — 29 let
zahrnovala 128 zen, ve véku 30 — 42 let 483 Zen a ve véku nad 43 let 38 Zen.

Vsechny naméfené a pievzaté hodnoty AHM byly statisticky vyhodnoceny pomoci
softwaru GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., USA) a Microsoft Excel
(Microsoft Corporation).

U vSech testovanych skupin byla hodnocena normalita rozloZeni dat. VSechna data
byla rozlozena nerovnomérné. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly posuzovany
testem Kruskal-Wallis a nasledné Mann-Whitneyho testem. Dale byla pro kazdou
skupinu stanovena minimalni a maximalni hodnota, primér, medidn, stfedni chyba

medidnu (SEM) a smérodatnd odchylka (SD).

4.1 Porovndni vysledkii onkologicky nemocnych a zdravé populace (20 — 29 let)

V tabulce €. 3 jsou uvedeny hodnoty onkologicky nemocnych pacientek ve véku 20 - 29
let a hodnoty zdravé populace ve véku 20 - 29 let. Median vysledki AMH onkologicky
nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let je 0,35 ng/ml. Median zdravé populace ve
véku 20 - 29 let je 5,64 ng/ml. Pro tyto dvé skupiny byla hodnocena rozdilnost dat. Byl
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pouzit Mann-Whitney test, ktery dokdzal, Ze vysledky méfeni jsou statisticky vyznamné

rozdilné. Hodnota p-value je <0,0001.

ONKOLOGICKE ZDRAVA
ng/ml PACIENTKY POPULACE
(20 — 29 let) (20 — 29 let)
MEDIAN 0,35 5,64
SEM 0,20 0,45
P-HODNOTA < 0,0001

Tabulka 3 Porovnani hodnot AMH u onkologicky nemocnych pacientek a zdravé populace
(v€kové rozmezi 20 — 29 let); (median, SEM a hodnota vyznamnosti p-value)

Obrazek ¢. 8 ukazuje porovnani dat mezi skupinou onkologickych pacientek a zdravou
populaci ve véku 20 - 29 let. Na grafu jsou zndzornény hodnoty medidnu a rozsah

minimalnich a maximalnich hodnot u testovanych skupin.
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Obrazek 8 Porovnani dat AMH onkologickych pacientek ve véku 20 — 29 let a zdravé populace
ve véku 20 — 29 let (median, mezikvartilové rozpéti)
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4.2 Porovndni vysledkii onkologicky nemocnych a zdravé populace (30 - 42 let)

V tabulce €. 4 jsou uvedeny hodnoty onkologicky nemocnych pacientek ve véku 20 - 29
let a hodnoty zdravé populace ve véku 30 - 42 let. Median vysledki AMH onkologicky
nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let je 0,35 ng/ml. Medidn zdravé populace ve
véku 30 - 42 let je 2,46 ng/ml. U téchto dvou testovanych skupin byla hodnocena
rozdilnost dat. Byl pouzit Mann-Whitney test, ktery dokazal, ze vysledky méfeni jsou
statisticky vyznamné rozdilné. Hodnota p-value je <0,0001.

ONKOLOGICKE ZDRAVA
ng/ml PACIENTKY POPULACE
(20 — 29 let) (30 — 42 let)
MEDIAN 0,35 2,46
SEM 0,20 0,16
P-HODNOTA < 0,0001

Tabulka 4 Porovnani hodnot AMH u onkologicky nemocnych pacientek a zdravé populace
(30 — 42 let); (median, SEM a hodnota vyznamnosti p-value)

Obrazek ¢. 9 ukazuje porovnani dat mezi skupinou onkologickych pacientek ve véku
20 - 29 let a zdravou populaci ve véku 30 - 42 let. Na grafu jsou zndzornény hodnoty

medidnu a rozsah minimalnich a maximalnich hodnot u téchto dvou testovanych skupin.
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Obrazek 9 Porovnani dat AMH onkologickych pacientek ve véku 20 — 29 let a zdravé populace
ve veku 30 — 42 let (median, mezikvartilové rozpéti)
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4.3 Porovnani vysledkii onkologicky nemocnych a zdravé populace (nad 43 let)

V tabulce €. 5 jsou uvedeny hodnoty onkologicky nemocnych pacientek ve véku 20 - 29

let a hodnoty zdravé populace s vékem nad 43 let. Median vysledki AMH onkologicky

nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let je 0,35 ng/ml. Median vysledku u zdravych

pacientek s vékem nad 43 let je 0,10 ng/ml. Pro tuto skupinu byla hodnocena rozdilnost

dat. Data jsou statisticky vyznamné rozdilna. Byl pouzit Mann-Whitney test, ktery

dokézal, ze vysledky meéteni

p-value je 0,1642.

nejsou statisticky vyznamné rozdilné.

Hodnota

ONKOLOGICKE ZDRAVA
ng/ml PACIENTKY POPULACE
(20 — 29 let) (nad 43 let)
MEDIAN 0,35 0,10
SEM 0,20 0,20
P-HODNOTA 0,1642

Tabulka 5 Porovnani hodnot AMH u onkologicky nemocnych pacientek a zdravé populace
(nad 43 let); (median, SEM a hodnota vyznamnosti p-value)

Obrazek ¢. 10 ukazuje porovnani dat mezi skupinou onkologickych pacientek ve véku
20 - 29 let a zdravou populaci s vékem nad 43 let. Na grafu jsou znazornény hodnoty

medidanu a rozsah minimalnich a maximalnich hodnot u testovanych skupin.
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Obriazek 10 Porovnani dat AMH onkologickych pacientek ve véku 20 — 29 let a zdravé
populace ve véku nad 43 let (median, mezikvartilové rozpéti)
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4.4 Porovndni vysledkii zdravé populace (20 - 29 let) a zdravé populace (30 - 42 let)

V tabulce ¢. 6 jsou uvedeny hodnoty AMH zdravé populace ve véku 20 - 29 let a
hodnoty zdravé populace ve véku 30 - 42 let. Median vysledkit AMH zdravé populace
ve véku 20 - 29 let je 5,64 ng/ml. Median vysledki zdravé populace ve véku 30 - 42 let
je 2,46 ng/ml. Byl pouzit Mann-Whitney test. Data jsou statisticky vyznamné rozdilna.
Hodnota p-value je < 0,0001.

ZDRAVA ZDRAVA
ng/ml POPULACE POPULACE
(20 — 29 let) (30 — 42 let)
MEDIAN 5,64 2,46
SEM 0,45 0,16
P-HODNOTA < 0,0001

Tabulka 6 Porovnani hodnot AMH u zdravé populace (20 — 29 let) a zdravé populace
(30 — 42 let); (median, SEM a hodnota vyznamnosti p-value)

Obrazek ¢. 11 ukazuje porovnani dat mezi skupinou zdravé populace ve véku 20 - 29 let
a zdravou populaci ve véku 30 - 42 let. Na grafu jsou znazornény hodnoty medianu

a rozsah minimalnich a maximalnich hodnot u testovanych skupin.
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Obrazek 11 Porovnani dat AMH zdravé populace ve véku 20 -29 let a zdravé populace ve véku
30 — 42 let (median, mezikvartilové rozpéti)
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4.5 Porovnani vysledkii vSech testovanych skupin pacientek

V tabulce €. 7 jsou shrnuty hodnoty AMH namétené u vSech ¢ty testovanych skupin.
Median vysledki AMH onkologicky nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let je 0,35
ng/ml. Median vysledkt u zdravé populace ve véku 20 - 29 let je 5,64 ng/ml. Median
vysledkt zdravé populace ve véku 30 - 42 let je 2,46 ng/ml. Median vysledki zdravé
populace s vékem nad 43 let je 0,10 ng/ml. Byl pouzit Kruskal-Wallis test, ktery
potvrdil statisticky rozdilné hodnoty medianu. Hodnota p-value je <0,0001.

ONKOLOGICKE ZDRAVA ZDRAVA ZDRAVA

ng/ml PACIENTKY POPULACE POPULACE POPULACE

(20-29 let) (20-29 let) (30-42 let) (nad 43 let)
MIN 0,17 0,17 0,17 0,17
MAX 19,31 21,00 19,87 4,04
MEDIAN 0,35 5,64 2,46 0,10
PRUMER 1,64 6,76 3,58 1.43
SEM 0,20 0,45 0,16 0,20
SD 2,55 5,05 3,47 1,26

Tabulka 7 Porovnani hodnot AMH u vsech sledovanych skupin — onkologické pacientky
20 — 29 let, zdrava populace 20 — 29 let, zdrava populace 30 — 42 let a zdrava populace starsi 43
let. (Minimalni (MIN) a maximalni (MAX) hladina, median, primér, SEM (standardni chyba
medianu) a smérodatna odchylka (SD).

Obrazek €. 12 ukazuje porovnani dat u vSech Ctyf testovanych skupin. Na grafu jsou
znazornény hodnoty medidnu a rozsah minimalnich a maximalnich hodnot
u jednotlivych skupin. Z obrazku je na prvni pohled patrné, Ze nejvyssi hodnota
medianu je u skupiny zdravé populace ve veéku 20 — 29 let, kde jsme tento vysledek
20 -29 let, kde se dal tento vysledek ocCekavat vzhledem k naro¢nosti 1é¢by dané

skupiny.
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Obrazek 12 Porovnani dat AMH u vSech testovanych skupin (median, mezikvartilové rozpéti)
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5 Diskuze

Jednim z cilt této bakalaiské prace bylo zhodnoceni vysledkti hladin AMH naméfenych
u onkologicky nemocnych pacientek a u zdravé populace. Vzorky byly ziskany a
méfeny na ULCHKB 2. LF UK a FN Motol. Na méfeni vzorkii b&hem roku 2016 jsem
se sama podilela a data naméfend v predchozich letech byla pievzata z LIS na
ULCHKB. Z celkového poétu naméfenych vzorktl byla vybrana skupina onkologicky
nemocnych pacientek ve véku 20 - 29 let, ktera byla nasledné¢ porovnavana se tfemi
veékovymi skupinami zdravé populace.

Namétfené hodnoty u zdravé populace potvrzuji, Ze hladiny AMH v krvi postupné
klesaji se vzriistajicim vékem zeny. To mize byt u kazd¢é zeny individuélni v zavislosti
na poctu vaji¢ek, se kterymi se Zena narodi. Nejvyssi hladiny AMH zdravé populace
byly prokazany u Zen v tzv. reprodukénim véku a to mezi 20 - 27 lety (Kucera et al.,
2013).

Ve skupin€ onkologicky nemocnych pacientek byly hodnoty hladin AMH velmi
nizké a u nékterych pacientek byly hodnoty pod detekénim limitem. U né&kterych
pacientek s karcinomem granulézovych bunék ovarii (GCT), které podstoupily resekei,
byly prokazany zvySené nebo normalni sérové koncentrace AMH (Gustafson et al.,
1992). Naopak u Zen s vyskytem metastatického epitelidlniho karcinomu ovaria jsou
hodnoty AMH nedetekovatelné. Pozd¢jsi studie ukézaly, ze AMH je jako nddorovy
ukazatel omezen na GCT, u pacientek s jinymi gynekologickymi nadory byly v 93 %
hladiny AMH normalni (Reyet al., 1996). Vzhledem k nizkému poctu pacientek
s témito diagn6zami nebylo mozné tuto studii potvrdit. V této praci se diky naméfenym
hladindam AMH potvrdilo, ze u onkologicky nemocnych pacientek jsou hladiny AMH
nejnizsi ze vSech testovanych skupin, prestoze se jednalo o skupinu Zen v reprodukénim
véku. U téchto onkologicky nemocnych pacientek se nepodarilo naméfit hladiny AMH
pfed onkologickou 1é¢bou a po 1écbe, pro lepsi porovnani jak se hladiny AMH méni
Vv zavislosti na 1écbé.

Autofi La Marca et al. ve své studii z roku 2013 potvrdili, ze u zdravé populace se
hladiny AMH se vyrazné¢ neméni béhem menstruacniho cyklu. V klinické praxi Ize tak
hladiny tohoto hormonu méfit nezavisle na cyklické fazi. Dale poukézali i na drobné
vykyvy vubytku AMH v riznych podminkdch, napt. v téhotenstvi, kdy dochazi

k relativnimu klidovému stavu vaje¢nikti. Dochazi tak k poklesu populace folikuld
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sekretujicich  AMH. Vyznamny pokles hladin AMH je ve 2. a 3. trimestru
(La Marca et. al., 2013).

Lie Fong et. al. hodnotila sérové hladiny AMH u zdravé populace Zen od narozeni
do konce reproduk¢éniho obdobi. Hladiny AMH vzrostly do 15 let, poté ziistaly do 20 let
stabilni. Od 25 let se hladiny postupné snizovaly s rostoucim veékem. Folikuldrni
dynamika v détském véku se 1isi od dynamiky v dospélém veéku (Lie Fong et. al., 2012).

U pacientek s hematologickymi malignimi onemocnénimi je ovarialni rezerva
ohrozena jesté pied zahajenim chemoterapie. Ve studii z roku 2008 autofi uvadéji, ze u
testované skupiny 37 pacientek s leukémii byly hladiny AMH pied zahajenim 1écby
niz8i nez u kontrolni skupiny piestoze byla ve vyssim véku. (Lie Fong et al., 2008)

V dalsi studii z roku 2005, bylo testovano 22 onkologicky nemocnych pacientek.
Autofi této studie dospéli kK vysledku, Ze u nékterych onkologicky nemocnych pacientek
se jest¢ pred zahdjenim 1écby vyskytlo ovaridlni selhani bez ohledu na vék
a koncentrace AMH vséru u téchto pacientek nebyly detekovatelné
(Schmidt et al., 2005).

V této praci bylo hodnoceno 165 pacientek s onkologickym onemocnénim.
Z téchto naméfenych a vyhodnocenych dat se ndm podafilo potvrdit obé tyto studie.
Onkologicky nemocné pacientky maji niz$i ovarialni rezervu nez zdravé zeny ve vyssim
véku.

DalSim cilem bylo porovnat dvé metody pouZivané ke stanoveni hladin AMH
Vv klinické praxi. V soucasné¢ dob& se pro stanoveni hladin AMH vyuzivaji metody
ELISA a ECLIA. Metoda ELISA je casové naro¢nd. Doba trvani jednoho stanoveni
jsou priblizné 3 hodiny a jsou zde kladeny naroky na laboranta a jeho zkuSenost,
zru¢nost a peclivost. Velkou nevyhodou je také to, Ze se métfeni neprovadi Casto a ceka
se na shromazdéni vice vzorkl, které se nasledné piipravuji a méti najednou po vétsich
sériich.

Princip ECLIA vyuzila firma Roche u svych automatizovanych analyzatort.
Vyhodou této metody je jeji plnd automatizace a kratké reakéni Casy. Celd analyza
pomoci tohoto postupu trva zhruba 18 minut. Diky tomu se hladiny AMH mohou méfit
prubézné. Vzhledem k malému mnozstvi séra u nékterych pacientek nebylo mozné
vzorky séra pacientek zmétit pomoci této metody na automatickém analyzatoru, a proto

nebylo mozné obé metody mezi sebou porovnat.
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DalSim cilem prace bylo poukazat na vyznam stanoveni hladin AMH v klinické
praxi. V soucasnosti se stanoveni hladin AMH vyuziva zejména ke stanoveni ovarialni
rezervy u pacientek podstupujicich IVF a jedna se o citlivy ukazatel odpovédi na
hormonalni stimulaci (Huser et al., 2014). Hodnoty AMH piimo koreluji s po¢tem
ziskanych oocyti (Kucera et al., 2013). Chemoterapie i radioterapie ovarialni rezervu
redukuji a to je hlavnim faktorem pted¢asného ovarialniho selhani (Huser et al., 2014).

Stanoveni hladin AHM hraje velkou roli i u pacientek s PCOS. U Zen s PCOS jsou
hladiny AMH az o 75 % vyssi nez u zdravé populace (Kucera et al., 2013). Stanoveni se
provadi jak k diagnostice PCOS, tak i kvuli pfipadné stimulaci gonadotropiny pii IVF,
kde by mohlo dojit k OHSS.

Nékteré studie uvadeji 1 moznosti pouziti AMH jako chemoterapeutického ¢inidla
u epitelidlnich karcinomii ovarii. Epitelidlni nédory pochézeji ze stejného
embryonalniho prekurzoru na povrchu ovaria, kde se indukuje i regrese Miillerovych
vyvodu (La Marca et al., 2006b). Bylo prokazano, ze AMH vazbou na receptor inhibuje
rast nadorovych bunék (Ha et al., 2000; Stephen et al. 2001).
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6 Zavér

Tato prace se zabyva stanovenim AMH ve vzorcich onkologickych pacientek a zdravé
populace. Vsechny vzorky byly méfeny na Ustavu lékaiské chemie a klinické
biochemie 2. LF UK a FN Motol. Béhem roku 2016 jsem se na méieni sama podilela a
data z predchozich let (2014 — 2015) byla pievzata z LISu. Celkem bylo analyzovano
814 pacientskych vzorki pomoci diagnostické soupravy AMH Gen Il od firmy
Beckman Coulter.

Zdrava populace byla podle véku rozdélena do tii skupin. VSechny namétené
hodnoty zdravé populace byly nésledn¢ porovnany s hodnotami onkologickych
pacientek. Z naméfenych dat je patrné, ze hladiny AMH se vzrlstajicim vékem Zeny
klesaji. U zdravé populace ve v€ku 20 — 29 let byly prokazany nejvyssi hodnoty AMH,
naopak u zdravé populace s vékem nad 43 let byly hodnoty AMH nizsi.
pacientky, pfestoze se jednalo o Zeny v reprodukcénim véku.

V soucasné dobé se v klinické praxi ke stanoveni ani-Miillerova hormonu pouzivaji
dvé imunoanalytické metody. V praxi je nejéastéji vyuzivana metoda ELISA. Jeji
nevyhodou je vSak Casova naro¢nost a nutnost zpracovavani vétSiho poctu vzorkd.
Druhd, pln€ automatizovand, metoda ECLIA neni zatim tolik vyuzivana jako metoda
ELISA z divodu finan¢ni ndro¢nosti tohoto stanoveni. Mezi jeji vyhody patii
predevsim kratsi inkubacéni ¢asy a moznost pritbézného analyzovani vzorkd.

Z technickych divodt nebylo mozné vzorky zmétit metodou ECLIA a 1épe tak obé
metody porovnat mezi sebou.

Stanoveni AMH se vyuZiva zejména ke stanoveni ovarialni rezervy u zen pfed IVF
a onkologicky nemocnych pacientek. Dale se vyuziva k diagnostice ovarialnich nadorti

vychézejicich z granul6zovych bunék a k diagnostice a sledovani PCOS a OHSS.
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