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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Nazev prace: Stanoveni parametrl ovarialni funkce
Vedouci prace: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Skolitelka: RNDr. Michala Voséatkova, MBA

Vypracovala: Barbora Jara

Hladiny hormonl fidicich funkce ovarii jsou dilezitymi ukazateli vyvoje i
zdravotniho stavu Zenského organismu. Pro spravné diagnostické postupy je dulezité
laboratorni vySetfeni a spravna interpretace vysledkd. Z hormonu ovarialnich funkci je
nejCastéji testovana hladina  estradiolu, progesteronu, luteinizaéniho a
folikulostimulaéniho hormonu. Pouzivaji se separaéni a imunochemické metody. Pro
béZnou klinickou praxi jsou imunochemické metody vhodné zejména svou dostupnosti,
relativni pFesnosti, nenaroCnosti a rychlosti zpracovani. Jejich nedostatkem je
nemoznost standardizace jednotlivych metodickych pfistuptd. Sérii vySetfeni a
interpretaci vysledk( ziskanych pomoci imunochemickych metod Ize provadét pouze

v ramci jednoho pracovisté.
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ABSTRACT
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The levels of hormones that control of ovaria are important markers of
development and health status of the female organism. Laboratory examination and
correct interpretation of the results are important for proper diagnostic procedures.
Among the hormones of ovarian function, the level of estradiol, progesterone, luteinizing
and follicle-stimulating hormones is most often tested. Separation and immunochemical
methods are used. For common clinical practice, immunochemical methods are
particularly suitable due to their availability, relative accuracy, unpretentiousness, and
speed of processing. The impossibility of standardizing individual methodological
approaches represents the shortcoming of these methods. A series of examinations and
interpretation of results can be performed using immunochemical methods only within

one workplace.
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Uvod a cil prace

Sledovani ovarialni funkce se v sou€asné dobé dostava do popredi hned
z nékolika divodl. Jednak jako soucast diagnostiky v ramci reprodukéni mediciny, dale
pfi sledovani plodnosti Zen po onkologické |éCbé. Ovaria se podili na sexualnim vyvoji
Zeny, metabolismu lipidQ, vyvoji kosti a reprodukci. Funkce ovarii je zajiSténa ovarialnim
a endometrialnim cyklem. NejCastéji stanovované parametry jsou hormony: estradiol,
progesteron, luteinizani hormon, folikulostimulaéni hormon, androstendion, inhibin A a
choriovy gonadotropin. Tyto hormony maji mezi sebou ur€itou provazanost, navzajem
se doplfuji a ovliviuji. Dal§im dlvodem monitorovani ovarialni funkce je pravidelné
sledovani zdravi zZen. V poslednich letech pfibyva pfipadl ovarialni dysfunkce, ktera
zapficinuje neplodnost, syndrom polycystickych vaje€niku, rozvoj vrozenych chorob a
nador. V¢asné odhaleni dysfunkce ovarii dava Sanci na obnovu ovarialni funkce.
V urcitych pfipadech ani v€asna diagnostika nezabrani trvalé dysfunkci, pfedevsim u
genetickych poruch. Dle UZIS od roku 2010 do roku 2019 pfibylo dvojnasobné mnozstvi
neplodnych pard, zhruba u 39 % bylo pfiinou ovarialni selhani a v 61 % se prokazaly
jiné dlvody, souvisejici napfiklad s imunologickymi problémy, endometriézou a

genetickymi problémy.

VySetfované hormony se stanovuji imunochemickymi metodami i separa&nimi
metodami. Nejvyuzivanéjsi rutinni analyzou je elektrochemiluminiscencni imunoanalyza
(ECLIA).

Cilem teoretické Casti prace bylo popsat jednotlivé hormony fidici funkci ovarii
vCetné jejich syntézy, mechanického ucinku, degradace a biologickou funkci. DalSim
Ukolem pak bylo zhodnotit sou€asné analytické moznosti vysSetfovani jednotlivych
hormonu z hlediska provedeni, dostupnosti a moznych Uskali. Dale pak podrobnéji
popsat metody imunochemické, jako dostupny zpusob stanoveni vSech béznych

parametr(.

Cilem experimentalni &asti prace bylo porovnavat presnost a spravnost
imunochemickych metod ECLIA, CMIA, RIA a IRMA pfi stanoveni vybranych hormona

v séru pacientek.



1. Teoreticka cast
1.1 Funkéni anatomie vajecniku

Ovaria (vajeCniky) jsou parovy retroperitonealné umistény organ. Jedno ovarium
vazi 6-10 g. Ovaria zajistuji produkci steroidnich hormond, zrani a tvorbu vajicek.
Steroidni hormony ovarii Ize zafadit do dvou skupin, estrogent a gestagen(. Steroidni

hormony ovarii spolu s hypofyzarnimi hormony reguluji menstruaéni cyklus (1).

Ovaria jsou tvofena povrchovym jednovrstevnym epitelem s kubickymi az
dlazdicovymi bufikami a mikroklky na apikalnim povrchu. Pod epitelem se nachazi vrstvy
pojivové tkané, tunica albuginea a stroma ovarii. Tunica albuginea obsahuje kolagenni
vazivo a myofibroblasty. Stroma ovarii je tvofeno fidkym vazivem s kolagennimi a
retikularnimi vlakny. Nachazi se zde také specializované fibroblasty s tukovymi
kapénkami, nervy, krevni a mizni cévy. Misto vstupu cév do vajeCniku nazyvame hilum,
které obsahuje intersticialni bufky hilu produkujici androgeny. Parenchym rozdélujeme
na dvé Casti, centralni dfefiovou a vnéjsi korovou. Ve dfeni se vyskytuji krevni cévy.

V kufe nachazime folikuly a rizna stadia vyvijejiciho se Zlutého téliska (2).

Zenské pohlavni buriky vznikaji ze zarodeénych gonocytti, které se nadale
diferencuji v oogonie. Oogonie jsou kulaté bunky s cytoplasmou, jenz obsahuje
Balbianiho téliska-shluky organel. V 5. mésici, vyvoje oogonie, dosahuji poltu 5-7
miliond. Zdvojenim chromatid v jadfe oogonie se vytvofi primarni oocyt, ktery je slozen
z kubickych folikularnich bunék. Folikularni burfiky obklopuje zona pellucida a jejich stfed
je tvofen vrstvou theca folliculi. Oocyt nadale vstupuje do buné&ného cyklu meidzy, kdy
vznika sekundarni oocyt s haploidnim redukovanym podétem chromatid. Sekundarni
oocyt je tvofen kubickymi folikularnimi bufikami ve vrstvach. U folikularnich bunék se
theca folliculi rozdéluje na theca folliculi intema, ktera obsahuje thekalni burky
produkujici androgeny, a theca folliculi externa. Sekundarni oocyt nadale zlstava v klidu
az do pohlavni vyspélosti, kdy mize dojit k dalSimu buné&nému déleni. Pfi dalSim vyvoiji
je oocyt obklopen zonou pellucidou a navic coronou radiatou, takto zraly (Graafav) folikul
je posléze vypuzen mimo ovaria. PokraCuje v dalSim bunéném déleni, kde bud projde
ovulaci, nebo dojde k oplozeni oocytu. Nékolik folikull je pfeménéno na corpus luteumn,
tvofeny theca folliculi interna obsahujici granulozni i thekalni buriky. Buriky si navysSuji
pocet svych receptorl pro luteinizani hormon (LH). Pfi navazani LH dochazi k produkci
steroidnich hormon(, pfedevSim progesteronu. Tento mechanismus vede k udrzeni
téhotenstvi, pfi neoplozeni oocytu dochazi k zaniku corpus luteum. Folikulostimulacni

hormon (FSH) ovliviiuje jednotliva stadia folikul( od plochych po vrstvu kubickych bunék

).



Hematofolikularni bariéra ochranuje folikuly a je sloZzena z bazalnich bunék
membranového endotelu a z granul6znich bunék bazalni membrany. Hematofolikularni
bariéra propusti pouze malé molekuly (do velikosti 500 kDa) a jedna se o urcitou ochranu
pred protilatkami. Protilatky mohou vznikat kvili ,crossing-over pfi meiéze, kdy se
geneticka vybava teprve rekombinuje a mohla by byt rozpoznana imunitnim systémem
jako cizi. DalSim mechanismem vedoucimu k zaniku folikull je atrézie folikuld,
programovany zanik. Béhem cyklu dozrava 6-12 folikuld z 300-500 tisic folikull

vytvofenych ve vajecnicich, tento zbytek folikull podléha atrézii (2).

Luteogeneze, tj. vyvoj zlutého téliska zacina prasknutim folikulu ve stroma ovarii
a vznika Cervena srazenina zvana corpus rubrum (Cervené télisko). Sténa kolem
srazeniny je tvofena granuléznimi a thekalnimi bufkami. Proristani corpus rubrum
vazivem, leukocyty a erytrocyty se pretvafi v corpus rubrum. Toto pretvofeni vede
k vytvofeni corpus luteum, které ma na povrchu zmnozené receptory pro LH. Funkci
corpus luteum je sekrece zejména progesteronu, estrogent i androgent. Pfi neoplozeni
corpus luteum degeneruje, podléha apoptéze, zmnozZuje se vazivo a zbytky jsou
odstrafiovany fagocytézou. PFi oplozeni se corpus luteum zvétSuje a v cytoplazmé se
objevuji eozinofilni vakuoly. Pfi oplozeni a uhnizdéni zarodku dochazi k produkci
lidského choriového gonadotropinu (hCG). VyluGovani progesteronu pfechazi z vétsi
¢asti na placentu a zaroven se produkuje hormon relaxin. Relaxin tlumi stahy délozniho

svalstva, uvolfiuje sponu stydkou, kfizokyCelni kloub a kfizokostréni spojeni (2).
1.1.1  Ovarialni cyklus

Ovarialni cyklus zahrnuje zmény spojené s klGrou vajecnikud, zranim folikult a
tvorbou hormon(. Délka jednoho cyklu se pohybuje kolem 28 dni a rozdélujeme do ftfi
fazi (2).

Prvni faze je folikularni-proliferacni a trva od 1. do 14. dne cyklu. Dochazi k vyvoiji
folikuld vlivem plsobeni FSH a tvorbou estrogenl. Zaroveni estrogeny tlumi
zpétnovazebné ucinek FSH a tento mechanismus zpusobi, Zze pIné se vyvine pouze
jeden folikul zhruba z 12 folikuld. Dochazi ke zvySenému vyplavovani estrogenu a
zaroven se vyplavuje LH. Kdyz se dokonci 1.faze meidzy, vznika sekundarni oocyt a

nastava faze ovulace (2).

Druhou fazi je ovulace a trva 12-14 den cyklu. BEéhem ovulace vznika stigma
folliculare, vyvy$enina na povrchu vajeCnikli a stava se mistem, kde se vypudi
sekundarni oocyt. Sekundarni oocyt obsahuje kolem sebe buriky tvofici coronu radiatu

a vyzravani se zastavi ve 2.fazi meiézy v metafazi. Oocyt se vypudi do vejcovodu a je
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pfipraven k oplodnéni. Zaroven v této fazi je zde nejvyssi vzestup hladin FSH a LH (3)

(2).

Treti faze je lutealni-sekre¢ni a trva 15-28 den cyklu. Dochazi k luteogenezi a k
sekreci progesteronu v corpus luteum. Pfi oplodnéni se sniZzuje hladina LH a zvySuje se
hladina progesteronu. Takto se pfipravuje a udrzuje télo pro pfipadné téhotenstvi. Kdyz
nedojde k oplodnéni, pak corpus luteum po 10-12 dnech zanika, sniZuje se hladina

progesteronu a estrogenll. Za¢ne sekrece FSH a nova folikularni faze (2).
1.1.2 Menstruaéni (endometrialni) cyklus

Jedna se o zmény délozni sliznice spojené s hormonalni hladinou estrogenu a
progesteront. Je téZz podobny k ovaridalnimu cyklu. Zahrnuje fazi menstruaéni,

proliferacni a sekrecni (2).

Faze menstruaéni probiha mezi 1.-4. dnem cyklu, pouze v pfipadé neoplodnéni
vajicka. Poji se s nizkou hladinou progesteronu. Dochazi k ischemickym zménam ve
stratum functionale endometrii. Stdhnou se tepny a dojde k prokrveni celé vrstvy
endometria. Cast endometria se odlouéi a vyplavi do pochvy. Krvaceni je zastaveno

stahem délozni svaloviny a tepen (2).

Faze proliferaéni probiha mezi 5.-1.4 dnem cyklu. Obnovi se stratum basale
endometrie vlivem estrogenu, k proliferaci bunék sliznice. Faze konc&i den po ovulaci

vyvinutim tepen (2).

Faze sekre¢ni probiha mezi 15.-28. dnem cyklu. Dochazi ke snizeni proliferace
vlivem progesteronu. Bunky v epitelu se zvétSuji a shromazduji glykogen. Dojde
k predecidualni reakci, zvétSuji se bunky napinéné glykogenem a lipidovymi kapénky,
tyto bunky posléze budou slouzit k vyzivé zarodku béhem uhnizdéni v déloze. Prokrvi
se sliznice, ktera je vysoka 6-7 mm. Kdyz neni vaji¢ko oplodnéno, hladina estrogent a
progesteronu se snizuje. Stahnou se tepny, je vyvolana ischemie endometria a nastava

menstruacni faze (2).
1.2 Hormonalni fizeni ovarialnich funkci
1.2.1  Steroidni hormony

NejCastéjSim ukazatelem ovariaini funkce je hladina steroidnich hormond. Jejich
koncentrace v krvi je pomérné nizka a nejsou organismem tvofeny do zasoby. Steroidni
hormony ovliviuji signalni drahy, rist, reprodukci i metabolismus. Mizeme je rozdélit do
6 skupin: glukokortikoidy, mineralokortikoidy, androgeny, estrogeny, gestageny a

kalcitriol. Jsou lipofilni a v krvi jsou vétSinou vazané na plazmatickou bilkovinu. Zakladem

11



jejich struktury je cholesterolové jadro. Typicka je pfitomnost oxoskupiny na tfetim uhliku
a dvojna vazba mezi Ctvrtym a patym uhlikem. Postranni fetézec maji kratSi nez
cholesterol (3; 4).

1.2.2 Transportni proteiny pro steroidni hormony

Jedna se o plazmatické bilkoviny transportujici steroidni hormony k mistu ucinku,
vétSinou k endokrinnim Zlazam. V krvi jsou nejCastéji steroidni hormony transportovany
navazané na albumin a pouze v malém mnozstvi se vyskytuji ve volné formé. Estrogeny
jsou v krvi navazané na albumin a globulin vazajici sexualni hormony (SHBG).
Progesteron je v krvi vazan na bilkovinu albumin a v men8im mnoZzstvi na transkortin (4;
5).

1.2.3 Jaderné receptory

Na povrchu bunék jsou pfitomné intracelularni nuklearni receptory pro steroidni
hormony. Receptor je v jadfe i v cytoplazmé a je specificky s vysokou afinitou. Jedna se
o proteiny vazajici lipofilni ¢ast hormonu. Steroidni hormony jsou rozpustné v tucich a
jsou schopné prochazet bunécnou membranou. Vazou se na specificky cytoplazmaticky
receptor a dochazi k pferuSeni pfedchozi vazby receptoru s proteinem nazvanym ,heat
shock® protein (HSP). Vazba receptoru s hormonem vyvola konformacéni zménu. Vznikla
konformace pronika do jadra a navazuje se na DNA, kde ovlivni transkripci genl. Pfimo
se vaze na sekvenci nukleotidi zvanych hormone response element (HRE), ktera je
typicka pro kazdy hormon a ovliviiuje transkripci jen uréitych genll. Tento proces
ovliviiuje aktivitu polymeraz a mnozstvi mRNA. Vytvareji se indukované proteiny a jejich

pocet ovliviiuje vznik specifické bunééné odpovédi (6; 5).
1.2.4 Steroidogeneze

Je oznaceni procesu vedouci ke vzniku steroidnich hormon( z cholesterolu. Tato
syntéza probiha v endokrinnich bufkach kdry nadledyvin, varlat, ve folikularnich burikach
ovarii a v corpus luteum. Kira nadledvin dokaze syntetizovat v urcitém mnozstvi vétSinu
steroidnich hormon(. Androgeny jsou syntetizovany zejména Leydigovymi burikami

testes a estrogeny folikularnimi burikami ovarii (7).

Streoidogeneze je zahajena zkracenim bocniho fetézce cholesterolu zhruba o
Sest uhlikd, tuto reakci katalyzuje cytochrom-P-450- fetézec odStépujici enzym, téz
nazyvan desmolaza. Proteinkinazy a cAMP zvySuji katalytickou aktivitu desmolazy.
ZvySuje se fosforylace cholesterolu a jeho zvySené mnozstvi v burice. Na molekularni
urovni je desmolaza ovliviiovana expresi genu s cAMP regulujicim elementem (CRE),

ktery zvySuje transkripci RNA a tvorbu desmolazy. Negativni zpétnou vazbu zajistuje
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HMG-CoA reduktaza. Za katalyzy desmolazy vznika z cholesterolu pregnenolon,
zakladni prekurzor steroidnich hormonl. Nasledujici reakce pro jednotlivé skupiny
steroidnich hormonU probihaji v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu. Reakce
katalyzuji hydroxylazy za pfitomnosti O, a NADPH+H*. Nadale se reakce uc&astni

dehydrogenazy, isomerazy a lyazy (7).

Pfeménu cholesterolu na pregnenolon v gonadach podporuje LH. LH se vaze na
specificky receptor endokrinnich bunék gonad a aktivuje adenylatcyklazu, ktera zvysuje
mnozstvi CAMP i desmolazy v burice. Estrogenem tvofenym ovariemi je 17-3-estradiol,
v jinych tkanich je tvofen estron a béhem téhotenstvi se vyluCuje estriol. Prekurzory
vzniku estrogend jsou androstendion a testosteron. Reakce katalyzovana aromatazou
dava vznik aromatického jadra v kruhu A testosteronu, vznika estradiol. Pfi ucinku
aromatazy na androstendion vznika estron. Estrogeny jsou v krvi navazany na specificky
transportni globulin  (GBG). Progesteron ma jednodusSi cestu syntézy. Vznika

z pregnenolonu za katalyzy isomerazy (7).

Rychlost syntézy estrogenli je regulovana v prubéhu menstruace. Mezi
mechanismy regulace se fadi snizeni tvorby aromatazy, inhibice vzniklé aromatazy nebo
i blokace specifického estrogenniho receptoru antagonisty (7).
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Steroidogeneze. In Wikiskripta [online].
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1.2.5 Eliminace steroidnich hormont

Steroidni hormony jsou eliminovany v jatrech. Za pusobeni enzym( dochazi
k hydroxylaci, oxidaci OH skupin a redukci ketoskupin. Pfed finalnim vylou¢enim jsou
steroidni hormony konjugovany s kyselinou glukuronovou nebo sulfatem. Vzniklé
metabolity jsou lipofilni a vazou se na transportni proteiny a jsou vylou¢eny ledvinami
nebo i Zluci. Metabolity v moli se vySetfuji pro ziskani informaci o hormonalnim
metabolimsu. Sekrece estrogenl zavisi na menstruaénim cyklu, a je pfimo umérna

syntéze. Progesteron je vylou¢en moci v podobé pregnandiolu (3; 4; 7).
1.2.6 Androstendion

Androstendion je vyznamny jako prekurzor pro syntézu steroidnich hormona.
Jeho zakladni chemickou strukturou je cholesterolové jadro o 19 uhlicich s dvojnou

vazbou na 4 uhliku a dvéma ketoskupinami na 3 a 17 uhliku (3; 8; 9).
1.2.7 Estradiol

Estradiol je Zensky pohlavni hormon. Spoleéné s estronem a estriolem je
zahrnovan do skupiny estrogenu. Z chemického hlediska se jedna o derivat estranu,
osmnacti uhlikaty steroidni hormon s aromatickymi jadry a dvéma hydroxylovymi
skupinami umisténymi na C3 a C17, toto uspofadani zajistuje estrogenni ucinek. Je
tvofen v tékalnich a granuléznich burikach ovarialniho folikulu ve vajeénicich,
v Leydigovych burikach varlat, v placenté a malé mnozstvi je tvofeno v klife nadledvin.
Vztah mezi estrogeny Ize vyjadfrit jako pomér estradiol:estron:estriol ¢iselné 1:0,5:0,1 (7;
8).

Estrogeny pusobi proteoanabolickym u¢inkem, podilejici se zejména na tvorbé
pohlavnich zenskych znakd, vyvoji reprodukénich organu, proliferaci endometria délohy,
regulaci produkce hlenu ve vaginé, zvysuji ochranu pfed vaginalni infekci. Dale se podili
na regulaci menstruacniho cyklu, tvorbé tukd, funkci mlééné zlazy, ukladani vapniku
v kostech, zadrzovani vody v téle, také zvySuji priatok krve vaje€niky, ovliviiuji zrani

folikulu i vajicka a mohou mit tlumici vliv na emocni deprese (8; 10; 11).

Tvorba estrogenu je fizena glandotropnimi hormony, mezi které fadime LH a
FSH. Glandotropni hormony se vazi na thekalni buriky pomoci receptort vazajicich se
na G-protein (GPCR) a dochazi k aktivaci adenylatcyklazy s naslednou aktivaci CAMP a
proteinkinazy A (PK-A). PK-A spolu s cholesterolesterhydrolazou a steroidogenni
akutnim regulaénim proteinem (StAR) zprostiedkuje pFenos cholesterolu do
mitochondrii, kde probéhnou dalSi metabolické pochody vedouci k tvorbé steroidnich

hormon (3; 11).
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Syntéza estradiolu zacina tvorbou cholesterolu, ktery je metabolizovan na
pregnenolon, prekurzor steroidnich hormonud. Hydroxylaci pregnenolonu vznika 21
uhlikaty progesteron, poté dochazi k hydroxylaci na 17 uhliku a vznikd 17-OH-
progesteron, prekurzor androstendionu. Z androstendionu vznika estron, kdy dochazi k
aromatizaci jadra, ktery katalyzuje enzym aromataza. Estradiol vznika hydroxylaci
estronu, nebo téz aromatizaci jadra. Aromataza obsahuje komplex enzymd, z nichz
nejdulezitéjsi je P450-oxidaza zajistujici dehydrogenaci a hydroxylaci. Artomataza je
pritomna v endoplazmatickém retikulu vajecnikl, v hepatocytech a v adipocytech, jeji
aktivitu podporuje FSH (3; 7; 8).

OH

HO

Obrazek 2 Strukturni vzorec estradiolu.
Estradiol. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online].

1.2.8 Progesteron

Progesteron je produkovan folikulem, Zlutym téliskem, placentou, kdrou
nadledvin a je zaroven prekurzorem k syntéze steroidnich hormon( kury nadledvin,
muzskych i Zenskych pohlavnich hormont. Jedna se o 21 uhlikaty steroidni hormon se
dvéma ketonovymi skupinami na ftfetim a dvacatém uhliku. Progesteron ma
antiestrogenni a antigonadotropni Ucinek, proto se pouziva i jako antikoncepce. Sekrece
progesteronu je ovliviiovana negativni zpétnou vazbou, snizuje hladinu LH a FSH,
dochazi k pferuseni ovulace a ke zvySené pravdépodobnosti oplozeni vajicka spermii.
Produkce adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), ristového hormonu (GH) i
aldosteronu je potlatena. Vysoké davky progesteronu pusobi anesteticky, zejména
vlivem vznikajictho metabolitu pregnenolonu. Ten snizuje frekvenci epileptickych
zachvatu, téz ovliviiuje deprese objevujici se pfed menstruaci a v poslednim trimestru
téhotenstvi. Také zvySuje télesnou teplotu v ramci cyklu, proteosyntézu, proteolyzu i
vylu€ovani sodnych iontli. Syntéza je ovlivhiovana i hladinou estrogenu. A s tim souvisi
zavislost menstruaéniho cyklu na progesteronu, zejména v druhé poloviné cyklu (3; 8;
12).

Obsazenim receptorll pro estrogeny zamezuje progesteron sekreci ostatnich
gonadotropina. Pfi oplozeni nezanika corpus luteum a hladina progesteronu neklesa, ale

podporuje rust myometria délohy pro uhnizdéni oplozeného vaji¢ka. Faze proliferacni
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pfejde do faze sekrecCni. V druhé tfetiné t&€hotenstvi se produkuje progesteron i
placentou. Podporuje laktaci, vyvoj lobuloalveolarniho systému prs. Pfi neoplozeni se
zpétnovazebné vyvazuje a dojde k zaniku corpus luteum, k utlumu ucinku progesteronu
(2; 3; 13).

Aktivaci syntézy progesteronu reguluji glandotropiny, zajistujici pfenos
cholesterolu do mitochondrii. Syntéza progesteronu vychazi z pregnenolonu, kdy
dochazi k dehydrataci hydroxylové skupiny na C-3 a pfemisténim dvojné vazby na pozici
C-4. Dulezitym metabolitem progesteronu, vylu¢ovanych moci, je pragnandiol, ukazatel
funkce Zlutého téliska. Hydroxylaci 17 uhliku progesteronu vznika prekurzor pro dalsi

steroidni hormony (3; 7; 8).

Obrazek 3 Strukturni vzorec progesteronu.
Progesteron. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online].

1.3 Peptidové hormony

Mezi dalSi vyznamné ukazatele ovarialni funkce patfi peptidové hormony
zahrnujici hCG, inhibin A, AMH a hypotalamo-hypofyzarni hormon. Vznikaji translacni
Upravou prohormon( v endoplazmatickém retikulu. Obsahuji sekvence aminokyselin,
které jsou specifické pro dané buriky. Tyto bufky za¢nou produkovat hormony, jenz

ovliviuji endokrinni zlazy (3; 7).
1.3.1 Receptory peptidovych hormont a hypotalamo-hypofyzarnich hormona

Hormony hypotalamo-hypofyzarniho systému a hormony s u€inkem na ovarialni
funkci  jsou peptidové povahy. Receptory tvofi soustavu integralnich
transmembranovych proteind a jsou sloZzeny ze tfi domén. Extracelularni doména
navazuje hormon z extracelularniho prostfedi, krve. Specifita receptoru je velmi vysoka.
Transmembranova domeéna zajistuje pfesun hormonu do nitra bunky. Tato doména se
sklada ze sedmi a helix(d. Uvnitf bufky je intracytoplasmatickda doména, ktera
zprostfedkovava signalizani kaskadu pomoci G-proteini. Tyto G-proteiny fosforylaci
umozni vznik ATP z ADP. Dojde k syntéze takzvanych druhych poslu a k jejich aktivaci.

Stejné tak mUzou G-proteiny hydrolyzovat ATP za vzniku ADP a inaktivovat G-protein.
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Mezi molekuly druhych posld Ffadime cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP),
diacylglycerol (DAG), a inositol-1,4,5-trifosfat (IP3). Ulohu druhych poslu je aktivace PK-
A s naslednym zahajenim procesu &innosti transkripéniho faktoru CRE. CRE reguluje

genovou expresi a bunéénou odpoved (3; 4; 7).

1.3.2 Inhibin A

Inhibin A je fazen do skupiny glykoprotein( transformujici rustovy faktor beta.
Produkuiji ho folikuly, corpus luteum u Zen a Sertoliho buriky u muzl. U téhotnych Zen je
produkovan i placentou. Podili se na zpétnovazebné regulaci FSH a LH. Je soucasti
prenatalniho testovani, tzv.: triple testu, kde se za pomoci inhibinu A stanovi volny

estriol, beta hCG a alfa-fetoprotein (6; 8).
1.3.3 Choriovy gonadotropin

HCG je glykoproteinovy hormon. HCG je produkovan placentarnim
syncyotiotrofoblastem. Vytvafi se v prvnim trimestru téhotenstvi, kdy se dostava do
organismu plodu i matky. Podporuje syntézu dehydroepiandrosteronu i
dehydroepiandrosteronsulfatu v kiife nadledvin plodu. U matky tlumi tvorbu folikuld a
udrzuje syntézu estradiolu a progesteronu ve Zlutém télisku do 6.tydne téhotenstvi,
posléze je placenta v tvorbé estradiolu a progesteronu sobéstacna. K potvrzeni
téhotenstvi se vétSinou stanovuje v moc€i 6.-8. den po oplozeni spolu se zvySenou

koncentraci estriolu a pregnandiolu v mo¢i, estradiolu a progesteronu v séru (3; 6).
1.3.4 Antimulleriansky hormon

AMH (Antimulleriansky hormon) je glykoprotein, ktery se podili na diferenciaci a
regulaci rustu tkani. Vznika glykosylaci. Obsahuje bioaktivni N-konec a koncové C-
domény. U muzl se tvofi v Sertoliho bunkach varlat a podporuje zrani Miullerovych
vyvodu. AMH u Zen je tvofen granulomatéznimi burfikami primarnim folikulu. Pfi zahajeni
tvorby FSH klesa produkce AMH a dochazi k regulaci poctu folikuld na dvou urovnich.
Tou prvni je inhibice zrani folikult a tou druhou je inhibice na FSH zavislého cyklického
vybéru dominantniho folikulu. Nejvys§si mnozstvi AMH je detekovatelné u pubertalnich
déti. Nedetekujeme ho u Zen pfi porodu a pfi menopauze. Hladina AMH klesa pfi uzivani
hormonalni antikoncepce. AMH stanovujeme zejména pfi zjisténi ovarialni rezervy,
poruchach pohlavniho vyvoje u déti i k monitorovani nadord granulomatéznich bunék.
AMH je dale mozné pouzit pro vySetfeni syndromu polycystickych ovarii a k predikci

¢asu do menopauzy (14).
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1.3.5 Hormony hypofyzy

LH a FSH jsou proteinové hormony adenohypofyzy, dalSi vyznamné ukazatele
ovarialni funkce. Jedna se o glandotropni hormony adenohypofyzy. Stimulatory
vyvolavajici syntézu adenohypofyzarnich hormonu jsou gonadoliberiny (GnRH). GnRH

a inhibitory hormonu ovliviiuji koncentraci hormon( negativni zpétnou vazbou (5).
1.3.6 Regulace a hypotalamo-hypofyzarni systém

Humoralni signaly z periferie jsou pfevadény na nervové impulsy, které plsobi
na hypotalamus. Z hypotalamu jsou produkovany GnRH do krve. Krvi se dostanou do
adenohypofyzy a ovliviiuji sekreci adenohypofyzarnich hormont, LH a FSH do cirkulace
krve. Adenohypofyzarni hormony ovliviuji periferni tkan a jeji produkci tkanovych
hormon(. Regulace sekrece hormonu je negativni zpétnovazebnou cestou. PFi nizkych
koncentracich tkanovych hormonu v krvi se na podkladé senzor( spusti tvorba GnRH
v hypotalamu. V pfipadé zvySenych koncentracich v periferni krvi se v hypotalamu

syntetizuje hormon s inhibi¢nim G€inkem (3; 4; 5).
1.3.7 Gonadoliberin

GnRH (Gondoliberin) je dekapeptidovy hormon, jenz je produkovan pulzni
sekreci, na po¢atku puberty v intervalu kazdych 60-90 minut hypotalamem, a je zavisly
na menstruacnim cyklu. Jeho produkce je fizena glutamatem, noradrenalinem a
neuropeptidem z bunék CNS a je zahajena vazbou kisspeptionu na jeho receptor KiSS-
1. Utlum GnRH je zprostfedkovavan pfes gamaaminomaselnou kyselinu (GABA) a
opioidy. Pfi jeho nedostate¢né sekreci neprobé&hne ovulace. Reguluje pulzni vyplavovani
FSH i LH z adenohypofyzy (6; 8).

1.3.8 Luteinizaéni hormon

LH je glykoproteinovy hormon adenohypofyzy, ktery patfi mezi gonadotropiny
spolu s FSH a prolaktinem, tvofi ho fukosa, galaktosa, manosa, glukosamin a
galaktosamin. Jeho aktivita je nejvice zjevna ve 14.-28. dnu menstruace,
lutealni/sekre¢ni faze. Podili se na vyvoji corpus luteum a endometria/délohy, udrzuje
¢innost Zlutého téliska, stimuluje syntézu estradiolu aktivaci enzym( 1783-
hydroxysteroid-dehydrogenazy, C17-C20-lyazy, reguluje syntézu progesteronu i

menstruacni cyklus (3; 4).

LH u muzud stimuluje syntézu testosteronu a vyvoj Leydigovych bunék varlat.

Utlum syntézy LH reguluje testosteron a estradiol negativni zpétnou vazbou (6; 8).

18



1.3.9 Folikulostimulaéni hormon

Téz jako LH se jedna o glykoproteinovy hormon adenohypofyzy, ktery patfi mezi
gonadotropiny. Je tvofeny galaktézou, manézou, fukézou, 2acetamido-2-
deoxypyran6ézou a N-acetylneuraminovou kyselinou. Podporuje vyvoj folikulu az do
stadia zralosti. Plsobi v synergismu s LH na sekreci estrogenll, podporuje tvorbu
aromatického kruhu. Nejvy3si produkce FSH je mezi 1.-14. dnem menstruacniho cyklu,

proliferacni/folikularni faze (3; 4).

U muzld ovliviiuje rast varlat a vyvoj spermatogeneze plsobenim na vznik
proteinu vazajiciho androgeny (ABP) v Sertoliho burikach. Tlumeni sekrece probiha
zpétnovazebné na zakladé koncentrace testosteronu, dihydrotestosteronu, inhibinu a
naopak stimulaci podporuje aktivin. FSH téz reguluje expresi receptord pro LH na

Leydigovych burikach (8).
1.4 Metody stanoveni parametri ovarialnich funkci

Parametry ovarialni funkce, které stanovujeme laboratornimi metodami v bézné
praxi jsou androstendion, estradiol, progesteron, inhibin A, hCG, AMH, GnRH, LH, FSH,
SHBG (15).

Parametry ovarialnich funkci je mozné stanovit imunochemickymi nebo
separacénimi metodami. K rutinni analyze vzork( vyuzivame metody imunochemickeé,
zejména radiometrické a enzymimunochemické. Separa¢ni metody se pouzivaji
zejména pfi detekci slozitéjSich analytd nebo jako referenéni metoda mnoha analyz.

Slouzi k separaci analytl s naslednou detekci, nej¢astéji hmotnostni spektrometrii (16).
1.4.1 Separalni metody

Mezi nejCastéji pouzivané separacni metody patfi metody chromatografické.
Chromatografii se stanovuji nej¢astéji metabolity estradiolu, pregnanolon,
hydroxyprogesteron a dalsi. Principem separac¢nich metod je vzajemné plsobeni latek
smési se dvéma nemisitelnymi fazemi, faze mobilni a stacionarni. Vzorek se pohybuje
soucasné s mobilni fazi. Jednotlivé latky interaguiji s fazemi odligné. Cim vice jsou latky
pfitahovany ke stacionarni fazi, tim vice jsou zadrzovany v koloné a nasledné setrvavaji
v koloné déle nez latky s nizSi vazbou ke stacionarni fazi. Retencni ¢as je pojem, ktery
definuje délku ¢asu zadrzovani latky v koloné. Vysledkem chromatografickych metod je
chromatogram, graf zavislosti odezvy detektoru a retenéniho €asu. Koncentraci
odvozujeme od plochy pod vytvofenym pikem v chromatogramu. Pfi analyze zalezi na
podminkéach, které byly pfi méfeni stanoveny. Chromatografie se déli na zakladé mobilni

faze na plynovou a kapalinovou (15; 16).
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Povaha stanovovanych latek uruje uspofradani chromatografie: reverzni, nebo
normalni. Pfi normalnim uspofadani ma stacionarni faze polarni charakter a mobilni faze
nepolarni charakter, stanovuji se polarnéjsi latky. V reverznim uspofadani ma
stacionarni faze nepolarni charakter a mobilni faze polarni charakter, stanovuji se latky
malo polarni a nepolarni. V séru vétSinou analyzujeme latky méné polarniho a
nepolarniho charakteru, nejvyuzivanéjsi separaéni metodou v praxi je chromatografie

s reverznim uspofadan (16).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je typ chromatografie
s izokratickou a gradientovou eluci za vysokého tlaku, kdy dochazi ke zvyseni eluéni sily
a zkvalitnéni separace a detekce. P¥i izokratické eluci nedochazi ke zméné slozeni
mobilni faze, a naopak pfi gradientové k ni dochazi. Gradientova eluce vede jesté k vyssi
citlivosti metody. ZvySeni pritoku pusobi na zrychleni analyzy, ale zaroven i k jejimu
zkvalitnéni za pouziti napIné kolony s jemnéjSimi a stejnomérnymi ¢asticemi. Detektory
mohou byt spektrofotometrické, fotodiodové, hmotnostni spektrometr, fluorimetrické i

elektrochemické (16).

Plynova chromatografie (GC) vyuziva jako mobilni fazi inertni plyn, dusik, vodik
nebo helium. Pouziva se ke stanoveni plynnych nebo tékavych latek. U GC je detektor
hmotnostni spektrometr, teplotné vodivostni, plamenoionizacni i elektronového zachytu
(16).

Detektor s vysokou specifitou je hmotnostni spektrometr. Detekce iontl na
zakladé jejich hmotnosti, naboje a intenzity vyskytu danych iontl. Pfed detekci se musi
molekuly latky pfevést na ionty pomoci ioniza¢nich technik, mezi které fadime napfiklad

samotné vakuum, elektrospreje i atmosférickou atomovou ionizaci (16).

Pfed méfenim se provadi extrakce a derivatizace. Extrakci izolujeme dany analyt
v roztoku umoznujici chromatografickou analyzu. Typy extrakce vyuzivané v praxi jsou

kapalina-kapalina extrakce, extrakce na pevnou fazi i precipitace proteint (16).

Pfed samotnym méfenim musime sérum derivatizovat, nahradit stavajici funkéni
skupiny. Derivatizace vede ke zlepSeni citlivosti, rozliSseni metody a omezeni vlivu
interferujicich latek. Mu0ze byt predkolonova, na koloné a postkolonova. Mezi
derivatizaéni Cinidla patfi napfiklad sulfonylchloridy, 1,2-difenylethylendiamin ¢i

bromacetylpyren (16).
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1.4.2 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozené na specifické reakci antigen (napfiklad:
hormon, receptor) s protilatkou. Vznikly znaéeny komplex antigen—protilatka poskytuje
méfitelny signal. Lze stanovit jak protilatku, tak i antigen, dilezité je vytvoreni
imunokomplexu. Detekuje se zejména emise fotonu, pomoci které se urcuje koncentrace
antigenu v zavislosti na zméfené koncentraci kalibratoru a jeho odezvy. Imunochemické
metody maji vysokou citlivost, ktera souvisi s pfirozenou reaktivitou protilatek a s jejich
vlastnostmi vazat specificky antigen. Vznikne kovalentni silna vazba, takze komplex
protilatky-antigen zlstane stabilni i béhem separacnich procest. Detekéni limity
dosahuji hodnot 10-2% az 102° mol/l (16).

V imunochemiické analyze jsou pouzivané polyklonalni a monoklonalni
protilatky. Polyklonalni protilatky jsou pfipraveny cilenou imunizaci zvifat. Vzniknou
protilatky namifené proti vice typdm antigenu s naslednou tvorbou monospecifickych a
polyspecifickych protilatek. Nejéastéji jsou pouzivany monoklonaini protilatky, které jsou
specifi¢téjSi nez polyklonalni, jsou vyrabény z jednoho klonu plazmatickych bunék

z bunécnych kultur a namifené pfimo proti jednomu epitopu na antigenu (16).
1.4.3 Déleni imunochemickych metod

1) dle pfidani konjugatu na metody pfimé a nepfimé. U pfimé metody se
konjugat vaze na antigen ihned, je pfitomen jiz navazany na pevnou &astici. U nepfimé
metody se konjugat pfidava az po vytvofeni imunokomplexu.

2) dle poctu ucastnicich se antigenl na metody kompetitivni a
nekompetitivni. Kompetitivni metody vyuzivaji dva antigeny, které soutézi o vazebné
misto na protilatce, jeden antigen je s neznamym mnozstvim stanovené latky ve vzorku,
druhy antigen v nadbytku je znaéeny (konjugat). Mnozstvi znaceného komplexu je
nepfimo umérné mnozstvi stanovovaného antigenu. Nekompetitivni metody pracuiji
s jednim antigenem v neznamém mnozstvi stanovené latky ve vzorku, ktery se navaze
na protilatky v nadbytku. Mnozstvi znaCeného komplexu je pfimo Uumérné mnozstvi
stanovovaného antigenu (16).

3) dle separace béhem analyzy se metody déli na heterogenni a
homogenni. Heterogenni analyza vyZaduje separaci volnych a vazanych antigend
znacenych indikatory. Homogenni analyza nevyzaduje separaci znacenych volnych a
vazanych antigenu (16).

4) dle druhu znaCeného indikatoru: metody enzymové, kde je indikatorem
napfiklad kifenova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza. Vznika produkt enzymové

reakce a jeho detekce. Metody radionuklidove, kde je indikatorem radionuklid napfiklad
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25 nebo 'C. Detekuje se vznikla radioaktivita. Metody chemiluminiscenéni, kde
indikatorem jsou chemické latky vyvolavajici emisi foton(, jako napfiklad luminol nebo
akridinium ester. Metody volnych radikald, kde indikatorem jsou fluorofory napfiklad

euripium kryptat. Detekuje se Casové zesilena emise kryptatu (16).

Detekce muze byt: kolorimetricka, fluorometricka, luminometricka, nefelometricka
a turbidimetricka (16).

1.4.4 Vliv véku na hormony ovarialnich funkci

K fadovym zménam hormonu ovaridlnich funkci dochazi béhem téhotenstvi
v riznych fazich trimestru a také ve stafi s nastupem menopauzy a béhem ovulaéniho
cyklu. Vysledky také ovliviuje Zivotni styl, pouzivani navykovych latek, genetické
predispozice, fyzickd zatéZz a télesna aktivita. Patologické zmény se odcitaji
z referencnich hodnot a celkové anamnézy pacienta. Podle zpusobu, jakym se vysledek
porovnava s rozmezim normalnich hodnot urlujeme referenéni hodnoty, nebo
rozhodovaci hladinu (,cut off level). Rozhodovaci hladina se pouziva pfi hodnoceni
hladin sérovych koncentraci nadorovych marker. Referenéni hodnoty pro hormony

ovarialnich funkci jsou shrnuty v tabulce 1 (15).

Tabulka 1 Referencni rozmezi hodnot hormont ovarialnich funkci.

Estradiol vék Zeny (mmol/l)
<3.dnt 0,044-0,242
31.dnG-10 let- 0,022-0,099
zeny: folikularni faze 0,0454-0,854
zeny: ovulaéni faze 0,151-1,461
Zeny: lutealni faze 0,0819-1,251
Zeny: po menopauze 0,0184-0,505
zeny: 1. trimestr 0,563-11,902
zeny: 2. trimestr 5,729-78,098
zeny: 3. trimestr 31,287-110,100
Progesteron
0-10 let 0,0-1,59
zny: folikularni faze 0,181-2,840
zeny: ovulacni faze 0,385-38,1
Zeny: lutealni faze 5,82-75,9
Zeny: po menopauze 0,3-2,5
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LH

0-12 let 0,2-6,0

Zeny: folikularni faze 2,4-12,6
Zeny: ovulacni faze 14,0-95,6

Zeny: lutealini faze 1,0-114

Zeny: po menopauze 7,7-58,5

FSH

0-12 let 1,2-7,8

zeny: folikularni faze 3,5-12,5

Zeny: ovulacni faze 4,7-21,5

Zeny: luteaini faze 1,7-7,7
Zeny: po meno pauze 25,8-134,8

AMH
Zeny: 20-24 1,22-11,7
Zeny: 25-29 0,890-9,85
Zeny: 30-34 0,576-8,13
Zeny: 35-39 0,147-7,49
Zeny: 40-44 0,027-5,47
Zeny: 45-50 0,010-2,71
Zeny s PCOS 1,86-18,9
SHBG
Do 12 mésicu 44 1-149,3
1 rok-13 let 45,5-130,8
>14 let 43,0-95,0
Testosteron
divky: do 9 let 0,01-0,60
divky: 9-10 let 0,30-1,30
divky: 10-14 let 0,50-1,90
Zeny: >16 let 0,60-2,70
Androstendion

<9 let 0,70-5,80
9-15 let 0,10-9,10
15-20 let 1,60-7,70

>20 let 2,47-9,4
Zeny: po menopauze 0,77-7,82
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2. Experimentalni ¢ast

Pro porovnani imunochemickych metod (ECLIA, CMIA, RIA, IRMA) pro
stanoveni vybranych hormonu bylo zméfeno 5 pacientskych sér v dubletu dvakrat za
den po dobu 21 dni. Séra pochazela od zdravych pacientek ve vékovém rozmezi 20 az
60 let. Odbér piné krve byl provadén do zkumavek se separanim gelem v odb&rovém
boxu zdravotnimi sestrami Po 15 minutach od odbéru, byla plna krev stofena
v centrifuze Allegra pfi 3500 otackach za minutu, po dobu 8 minut. Po separaci byla séra
rozpipetovana, vzdy do dvou mikrozkumavek po 1000 pl. Sérum bylo vyuzito pro
stanoveni vybranych hormonu na pfistrojich Cobas, Architect, Access 2. Doba stanoveni
u metody ECLIA a CMIA byla 20-30 minut, u metody RIA kolem 3 hodin, u metody IRMA

kolem 90 minut. Vysledky byly vyhodnoceny v pocitaci analyzatoru.
21 Metody
2.1.1 Elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza (ECLIA)

ECLIA je heterogenni imunochemicka analyza, ktera muze byt kompetitivni i
nekompetitivni. Pfi kompetitivni analyze vznika imunokomplex biotinylované protilatky s
neznaCenym antigenem, nebo s antigenem znaenym rutheniovym komplexem. Pfi
nekompetitivni analyze je k imunokoplexu biotinylované protilatky a antigenu pfidana
protilatka proti tomu antigenu znacena rutheniovym komplexem. Takto vytvofeny
imunokomplex se navazal na streptavidin na mikroCasticich. MikroCastice byly
magneticky pfitahovany k elektrodé. Vlivem elektrického a magnetického pole doslo k
emisi fotonl, které vyvolaly emisni zareni. Zafeni bylo detekovano fotonasobiem a
vysledek byl zanesen do poditace. VySetfovany hormon a znaceny derivat hormonu mezi
sebou soutézily o misto na protilatce. Koncentrace vysetfovaného hormonu byla
nepfimo umeérna ke koncentraci znaceného derivatu hormonu. Koncentraci analytu
vyjadifovala zavislost naméfené absorbance emitovaného zafeni na koncentraci
hledaného analytu (17; 18; 19; 20).

Reak¢éni schéma kompetitivni ECLIA (Ag+Ab+AgRt — Ag-Ab + AgRU-Ab)
a/ vzorek 15 pl + specifické biotinylované protilatky

b/ byl pfidan znaceny derivat rutheniovym komplexem + mikro&astice potazené
streptavidinem, vznikly znacené a neznaCené komplexy spojené

s mikro¢asticemi

c/ nasledovalo nasati do méfici cely, mikro€astice byly ukotveny pomoci magnett

na povrchu elektrody, nezreagované slozky se odmyly
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d/ na elektrodu bylo pfidano napéti a zméfen signal, z kalibracni zavislosti byly

vypocitany koncentrace neznamych vzorkd

e/ vysledky byly vyhodnoceny z kalibracni kfivky, vytvofené z dvoubodoveé

kalibrace za pomoci specialniho pocitatového programu.
2.1.2 Chemiluminiscen¢ni mikroCasticova imunoanalyza (CMIA)

Hormony byly rovnéz stanoveny pomoci CMIA. Monoklonalni protilatka byla na
paramagnetickych mikro¢asticich a antigen byl navazan na tuto protilatku spole¢né
s konjugatem, znac€eny akridinem, vznikl komplex, ke kterému se pfidal spoustéci roztok
(hydroxid sodny). Nastala emise foton(, které byly detekovany luminometricky. Vysledna
koncentrace analytu byla vypocitana pomoci kalibraéni kfivky ze zavislosti absorbance
na koncentraci v po€itatovém programu automaticky a byla pfimo umérna koncentraci

znaCeného imunokomplexu (22; 23; 24; 25).
Reakéni schéma CMIA (Ag+Ab—Ag-AB+Ab R —Ag-AB-AbAKR)
a/ 200Ul vzorku +monoklonalni protilatka proti fluoresceinu na paramagnetickych
mikrocasticich
b/ inkubace + promyvani s pfidanim konjugatu znaeného akridinem
¢/ spoustéci roztok NaOH 0,35 M, méfeni
d/ vypocet koncentrace vzorkl z kalibra€ni zavislosti
2.1.3 Radioimunoanalyza (RIA)

Pro heterogenni kompetitivni RIA se vyuzivaji radionuklidy 2, C, 5’Co a dalsi.
Radioaktivni reakci vznika gama zafeni vyuzivané v rutinni laboratorni praxi. Vyhodou
gama zafeni je pronikavost, takze vzorek nevyzadoval zvlastni upravu. Metoda je
zaloZena na principu vazby antigen—protilatka, kde o vazbu na protilatce soutézil antigen
znaceny radionuklidem s antigenem ze vzorku. Radioaktivita byla detekovana pomoci
scintilaéniho krystalu a pfevadéna na emisi fotond, jenz byla detekovana fotonasobi¢em.
Znadeny antigen '%| byl uchovan v pufru s proteiny, azidlem sodnym a barvivem.
Koncentrace antigenu ze vzorku byla nepfimo umérna znaenému antigenu. Vysledna
koncentrace antigenu byla vypocitana pomoci kalibraéni kfivky ze zavislosti absorbance

na koncentraci v poc¢itatovém programu (16).
Reakéni schéma (Ag + Ab + Ag'®l — Ag-Ab + Ag-Ag'®l)

a/ zkumavky potazené specifickou protilatkou + 100 ul vzorek + 500 ul radioindikatoru
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b/ inkubace 3 h pfi 18 az 25 °C za stalého tfepani
c/ opatrné odsati obsahu kazdé zkumavky a méfeni
2.1.4 Imunoradiometricka analyza (IRMA)

IRMA je nekompetitivni heterogenni sendviCova metoda. Principem byla
sendviCova metoda. Monoklonalni protilatka (mysi) a monoklonalni protilatka znacena
izotopem 2| byly navazany na vy$etfovany antigen, byly inkubovany 90 minut a promyty
promyvacim roztokem, aby byla odstranéna nadbyteéna nenavazana znacena
protilatka. Znacena protilatka byla uchovana v roztoku proteinu, azidu sodného a
barviva. Radioaktivita byla pomoci scintilaénich krystalli pfevedena na emisi fotond,
které byly detekovany fotonasobi¢em. Koncentrace antigenu byla pfimo umérna

radioaktivité a byla interpretovana z kalibra¢ni kfivky kalibratord pomoci pocitace (16).
Reakéni schéma (Ag + Ab + Ag'?l — Ag-Ab-Ag'®l)

a/ zkumavky potazené specifickou protilatkou + 100 ul vzorek + 50 pl radioindikatoru
b/ inkubace 90 min. pfi 18 az 25 °C za stalého tfepani

¢/ opatrné odsati obsahu kazdé zkumavky a dvakrat promyti ve 2 ml promyvaciho

roztoku

d/ po odsati méreni
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2.2 Vysledky

Vramci bakalafské prace byla porovnavana presnost a spravnosti
imunochemickych metod pfi stanoveni estrodiolu, progesteronu, LH a FSH v séru mezi
analyzatory firem: Cobas (Roche diagnostics), Architeck (Abbott laboratories) a Access
2 (Beckman Coulter). Opakovatelnost je opakované méfeni za stejného postupu, stejné
obsluhy analyzatoru, stejnych pracovnich podminek, na stejnych analyzatorech a
v kratkém Casovém intervalu. Mezilehla preciznost je opakovani méfeni pfi zachovani
stejného postupu na stejném nebo podobném analyzatoru v delSim ¢asovém intervalu

za odlidnych podminek (15).
Funkéni parametry ECLIA estradiol

Méfici rozsah analyzatord definovany mezemi detekce byl 18,4—11010 pmol/l.
Mez stanovitelnosti byla 91,8 pmol/l. Opakovatelnost pro nizké hladiny estrodiolu byla
6,7 % pfi vy8Sich koncentracich 1,9 %, Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace byla
10,6 % a pro vyssi 3,0 %. Korelacni koeficient pfi porovnani GC/MS byl 0,999. Nékteré
interferenty, které zplUsobovaly kfizovou reakci a mohly ovlivnit vysledek testu 6-a-
hydroxy—estradiol, 4-hydroxy—estradiol, aj. vyvazovaly vazebna mista na protilatce a tim
branily navazani sledovaného analytu. Vliv intenferentll se mohl projevit v preanalytické
nebo v pribéhu analytické faze. Vyrobci diagnostickych pfistroji a reagencii byl udavan
v pfiruckach zkfizenou reakci v procentech a koncentracich. Vysledky stanoveni hodnot
(interferenci) mohly ovlivnit I€ky steroidni povahy. Vysledky nejsou ovlivnény hemolyzou,
lipémii a ikterem (17; 18; 19; 20).

Funkéni parametry ECLIA progesteron

MéfFici rozsah analyzatoru definovany mezemi detekce byl 0,159—-1,91nmol/l Mez
stanovitelnosti byla 0,636 nmol/l. Opakovatelnost pro nizké hladiny progesteronu byla
20,7 % a pro vySSi hladiny 1,1 %. Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace 43,9 % a
pro vysSi koncentrace 1,7 %. Korela¢ni koeficient pfi srovnani s dostupnym analytickym
kytem byl 0,999. Interferenéni latky byly kortikosteron, androstendion, alopregnanolon aj
(17).

Funkéni parametry ECLIA LH

Méfici rozsah analyzatoru definovany mezemi detekce byl 0,100-200 mIU/ml
Mez stanovitelnosti byla 0,636 nmol/l. Opakovatelnost pro nizké hladiny LH byla1,2 % a
pro vy$si hladiny 0,9 %. Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace 2,0 % a pro vysSi
koncentrace 2,2 %. Korelacni koeficient pfi srovnani s dostupnym analytickym kytem byl
0,993. Interferencni latky byly FSH, TSH, hCG, aj. (19).
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Funkéni parametry ECLIA FSH

Mé&Fici rozsah analyzatoru byl definovan mezemi detekce byl 0,100-200 mIU/ml
Mez stanovitelnosti byl 0,636 nmol/l. Opakovatelnost pro nizké hladiny FSH byla 2,6 %
a pro vysS8i hladiny 2 %. Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace 3,6 % a pro vysSi
koncentrace 4,5 %. Korela¢ni koeficient pfi srovnani s dostupnym analytickym kytem byl
0,998. Interferencni latky byly LH, TSH, hCG, aj. (21).

CMIA (Abbott) pro funkéni parametry estradiolu

Opakovatelnost pro nizké hladiny estradiolu byla 6,2 % pfi vy8Sich koncentracich
je 1,8 % Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace byla 7 % a pro vyssi 2,4 %.
Korelaéni koeficient pfi porovnani GC/MS byl 0,99. Interferenty, které zpusobily kfizovou
reakci a mohly ovlivnit vysledek testu estron, 17-B-estradiol-3-sulfat, 16-a-

hydroxyestron, a dalsi (22).
Metodika CMIA (Abbott) pro funkéni parametry progesteronu

Opakovatelnost pro nizké hladiny progesteronu byla 4,8 % pfi vy3Sich
koncentracich byla 1,9 %, Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace byla 4,7 % a pro
vy8Si 3,9 %. Korelacni koeficient pfi porovnani s komeréné dostupnym analytickym
kytem byl 0,99. Interferenty, které mohly zpusobit kfizovou reakci a mohly ovlivnit

vysledek testu byly kortikosteron, 5-pregnan-3-ol-20-on, 17-hydroxyprogesteron, aj (23).
Metodika CMIA (Abbott) pro funk&ni parametry LH

Opakovatelnost pro nizké hladiny LH byla 2,1 % a pro vy$8i hladiny 2,5 %.
Mezilehld preciznost pro nizké koncentrace 3,3 % a pro vy3Si koncentrace 3,4 %.

Kfizové latky byly zanedbatelné (24).
Metodika CMIA (Abbott) pro funk&ni parametry FSH

Opakovatelnost pro nizké hladiny FSH byla 2,8 % a pro vySsi hladiny 3,3 %.
Mezilehla preciznost pro nizké koncentrace 3,6 % a pro vy$Si koncentrace 4,1 %.
Korela€ni koeficient pfi srovnani s dostupnym analytickym kytem byl 0,99. kfizové

reakce byly zanedbatelné (25).
Funkéni parametry RIA (Beckman) estradiol

Méfici rozsah analyzatoru definovany mezemi detekce byl 38,22—-15859 pmol/I.
Variacni koeficient opakovatelnosti byl mensi nebo roven 10 %. Mezilehla preciznost pro

nizké koncentrace 15,72 %, vy88i koncentrace 10,66 % Kfizova reakce byla
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zanedbatelna. Opakovatelnost pro nizké hladiny estradiolu byla 9,11 %, pro vyssi
hladiny 8,25 % (26).

Funkéni parametry RIA (Beckman) progesteron

MéFici rozsah analyzatoru definovany mezemi detekce byl 0,0126—15,7 nmol/l.
Variaéni koeficient opakovatelnosti byl mensi nebo roven 9,48 %. Mezilehla preciznost
pro nizké koncentrace 16,85 %, vySSi koncentrace 13,70 % KfiZzova reakce byla
zanedbatelna. Opakovatelnost pro nizké hladiny progesteronu byla 9,48 %, pro vy$Si
hladiny 8,12 % (27).

Funkéni parametry IRMA (Beckman) LH

Mé&Fici rozsah analyzatoru byl definovan mezemi detekce 0,16 1U/I-180 IU/I.
Variacni koeficient opakovatelnosti byl mensi nebo roven 7,33 %. Mezilehla preciznost
pro nizké koncentrace 7,11 %, vy388i koncentrace 8,42 % KfFizova reakce byla
zanedbatelna. Opakovatelnost pro nizké hladiny LH byla 7,33 %, pro vyS$S&i hladiny 2,58
% (28).

Funkéni parametry IRMA (Beckman) FSH

MéFici rozsah analyzatoru byl definovan mezemi detekce 0,17 1U/I-180 IU/I.
Variacni koeficient opakovatelnosti byl mensi nebo roven 4,05 %. Mezilehla preciznost
pro nizké koncentrace 8,20 %, vyS8Si koncentrace 2,06 % KFizova reakce byla
zanedbatelna. Opakovatelnost pro nizké hladiny FSH byla 4,05 %, pro vys$Si hladiny 1,12
% (21).

Dosazené vysledky stanoveni vybranych hormonu pomoci rliznych metod jsou

shrnuty v tabulkach 2-5.

Tabulka 2 Srovnani laboratornich metod pro stanoveni estradiolu pro koncentraci 47 pg/mi.

Mezilehla preciznost
Estradiol Opakovatelnost (%) (%) GC/MS, korelace*
(o]
ECLIA (ROCHE) 3,7 57 0,990
CMIA (Abbott) 5,4 6,6 0,990
RIA (Beckman) 9 15 0,990
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Tabulka 3 Srovnani laboratornich metod pro stanoveni progesteronu pro koncentraci 20 ng/ml.

Mezilehla preciznost

Komeréné dostupny

Progesteron Opakovatelnost (%) (%) analyticky Kit,

° korelace*
ECLIA (ROCHE) 1,1 1,7 0,999
CMIA (Abbott) 1,9 2,8 0,990
RIA (Beckman) 8 13 0,978

Tabulka 4 Srovnéni laboratornich metod pro stanoveni LH pro koncentraci 5miU/ml.
Komeréné
Mezilehld preciznost dostupny

LH Opakovatelnost (%) o
(%) analyticky kit,
korelace*
ECLIA (ROCHE) 1,2 2,0 0,993
CMIA (Abbott) 2,6 3,6 neuvedeno
IRMA (Beckman) 4 6 0,970
Tabulka 5 Srovnani laboratornich metod pro stanoveni FSH pro koncentraci 5 mUI/ml.
Komercné
Mezilehld preciznost dostupny
FSH Opakovatelnost (%) _ _
(%) analyticky Kit,
korelace*
ECLIA (ROCHE) 2,6 3,6 0,998
CMIA (Abbott) 3,3 4,0 0,990
IRMA (Beckman) 3 5 0,980
*Porovnani imunochemickych metod s metodami separaénimi pfi stanoveni

estradiolu na zakladé korelacniho koeficientu, ktery udava procentualni shodnost

vysledku. Korela¢ni koeficient ke sledovanym metodam se pohybuje v rozmezi od 0,95

az 1,05, pficemz koeficient 1 udava 100 % shodu.
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3. Diskuse

V poslednich letech enormné stoupa pocet Zen s ovarialnimi dysfunkcemi, jejichz
pri¢ina maze byt endokrinologicka, imunologicka nebo geneticka porucha a také pfibyva
Zen, které maji problémy s graviditou. NejCastéji byvaji stanoveny hladiny estradiolu,
progesteronu, HL, FSH. Estradiol se stanovuje spolu s FSH a LH jako ukazatel

zpétnovazebné reakce na koncentrace FSH.

OvlivAujicimi faktory stanoveni koncentraci hormonu ovarialnich funkci u
imunochemickych metod jsou intenferentni latky vétSinou steroidni povahy, problém
mulze nastat také nevhodnym vybérem kyt(. Mezi dalSi proménné patfi vék a pohlavi
pacientl a zdravy Zivotni styl. Nespornou vyhodou imunochemickych stanoveni je jejich

rychlost, minimalni spotfeba biologického matrialu a mnozstvi stanovovanych vzorku.

Vv

a slozitéjSi na odecet vysledkl. Jejich ¢as zpracovani je delSi, proto se pouzivaiji
predevsim ve vyzkumnych projektech a jako referenéni metody. Jsou také senzitivnéjsi

a preciznéjsi v ur€ovani vysledku.

V experimentalni ¢asti byla porovnavana opakovatelnost a mezilehla preciznost
imunochemickych metod provadéna na analyzatorech od 3 riznych vyrobcl. Parametry

vzorku a kontrol se stanovuji podle protokolu (EP5 — A2) CLSI.

Metody ECLIA a CMIA pracuji na principu chemiluminiscence. ECLIA (Elektro
chemiluminescence immunoassai) vyuziva elektrického impulsu k chemiluminiscenéni
reakci za pomoci magnetickych kulicek. CMIA (Chemiluminiscence microparticle
immunoassai) vytvafi imunokomplex na paramagnetickych mikroCasticich. RIA
(Radioimunoanalyza) a IRMA (imunoradiometricka analyza) jsou analyzy, které jsou
zalozené na principu radioaktivniho zareni, jenz se pfeménuje na detekovatelné fotony.
Uvedené metody se fadi mezi heterogenni imunochemické metody, které splfuji
poZadavek na nizky limit detekce, proto jsou vhodné pro stanoveni malych koncentraci.
Metoda RIA se jevi jako nejcitlivéjSi ke stanoveni hormond. Z diavodl specifickych
interakci, zde nejsou interference, které by ovliviiovaly vysledek. Mezilehla preciznost je
u radioimunoanalytickych metod horsi nez u metod chemiluminiscencnich. Estradiol ma
Siroky méfici rozsah ve srovnani s progesteronem, FSH a LH. Opakovatelnost u ECLII
ve stanoveni FSH a LH je kolem 2 %, coZ v porovnani s ostatnimi metodikami je nejlepsi
vysledek. NejhorSi vysledek u funk&niho parametru opakovatelnosti, kolem 8 %,
dosahuje metodika RIA pfi stanoveni progesteronu a estradiolu. Vyhodnost
chemiluminiscen¢nich metod je v celkové dobé analyzy, ktera trva kolem 30 min,

nevyhodou jsou kfizové reakce. Radioimunoanalytické metody vyZzaduji delSi inkubacni
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dobu, proto analyza trva déle, ovliviuji negativné Zivotni prostfedi a vyZaduji specialni

zachazeni v laboratofi, také maiji kratkou Zivotnost kytu.

Analyzatory dnesni doby jsou senzitivni, automatické, specifické, jenz zvladnou
analyzovat nékolik set az tisicli vzorkl denné. Hodnoty ovlivnéné indiferenty jsou
oznaCovany jako faleSné nizké nebo vysoké. Mlze nastat situace, kdy vysoka
koncentrace stanovovaného antigenu zablokuje vazby na protilatky, a to se jevi jako
negativni vysledek-Hooklv efekt. Mezi indiferenty mizeme zaradit také autoprotilatky
nebo heterofylni protilatky. Pfikladem muze byt, Hama, heterofylni protilatka proti mysim

antigentim, jeji vliv se rusi pfidavanim anti—heterofylnich protilatek do analytu.

Jednotlivé imunochemické metody nelze jednoznacné porovnat, jelikoZz kazda
pouziva jiné slozeni reagencii. Vyhodnoceni vysledkd probiha za kontroly lidského
faktoru podle referen¢nich tabulek. Pfesto jsou v praxi imunochemické metody oblibené
pro svoji jednoduchost a nenarocnost a jako Siroce dostupny zpusob stanoveni vSech

béznych parametrl v biochemické laboratofi.

32



4. Zavér

Bakalarska prace se zabyvala hormony, které jsou markery funkce ovarii, a jejich
stanovenim v klinicko-biochemické laboratofi.
V teoretické &asti prace byly popsany jednotlivé hormony fidici funkci a
predstaveny sou€asné analytické moznosti vySetfovani jednotlivych hormond.
V experimentalni &asti byla porovnana pfesnost a spravnost imunochemickych

metod (ECLIA, CMIA, RIA, IRMA) pfi stanoveni vybranych hormonu v séru pacientek.
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Seznam pouzitych zkratek

LH luteinizacni hormon

FSH folikulostimulaéni hormon

hCG lidsky choriogonadotropin

SHBG globulin vazajici sexualni hormony

GnRH gonadoliberin

HSP protein teplotniho Soku

HRE hormon responzivni element

CRE cyklicky adenosinfosfat regulujici elementem
GBG globulin vazajici steroidni hormony

GPCR receptor sprazeny s G proteiny
PK-A proteinkinasa A
StAR steroidogenni akutni regulacni protein

ACTH adenokortikotropni hormon

GH ristovy hormon

ABP protein vazajici androgeny v Sertoliho burikach
GABA gamaaminomaselna kyselina

AMH Antimulleriansky hormon

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

DAG diacylglycerol

IP3 inositol 1,4,5-trifosfat

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

GC plynova chromatografie

ECLIA elektrochemiluminiscencni metoda

CMIA chemiluminiscencni mikro¢asticovou imunoanalyza
RIA radioimunoanalyza

IRMA imunoradiometricka analyza
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