UNIVERZITA KARLOVA
LEKARSKA FAKULTA V PLZNI
Ustav 1ékaiské chemie a biochemie

Stability biomarkeru vyuzivanych

v populacnich studiich

Stability of biomarkers used in population studies

Disertacni prace

Vypracovala: MUDr. Radana Vrzakova
Skolitel: prof. PharmDr. Radek Kuéera, Ph.D.

Studijni program: Vnitini nemoci

Plzen 2024



Podékovani

Dé&kuji svému Skoliteli prof. PharmDr. Radku Kucerovi, Ph.D. za vedeni v ramci studia.

Dale bych rada podekovala Mgr. Jan¢ Dvotdkové, Ph.D. a Ing. Lucii Wiesnerové, Ph.D.
za pfipominky, praktické rady a podporu béhem studia a pfi ptipravé disertacni prace. Dékuji
také vytvarnici Lence Jetlebové za pomoc pii vytvareni ilustraci.

V neposledni fad¢é dékuji i své rodin€ za podporu, trpelivost a pomoc béhem mého studia a
ptipravé disertacni préace.
MUDr. Radana Vrzadkova



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto disertacni praci vypracovala samostatné¢ a veskeré prevzaté tidaje
rfadn¢ citovala. V textové Casti jsou pouzity casti predchozich clankt, kde jsem
spoluautorem, a jejichz kompletni znéni je k dispozici v ptilohové ¢asti prace.

Souhlasim s ulozenim elektronické verze své prace v databazi UK LF Plzei.

V Plznidne ..................



Abstrakt

Slovo biomarker pochézi z anglictiny a pesny pteklad znamena biologicka znacka nebo také
biologicky ukazatel. National Institutes of Health definuje ,,biomarker* jako vlastnost, ktera
je objektivné métfena a hodnocena jako indikator normélnich biologickych procest, také
procest patogennich nebo indikator farmaceutické odpovédi na terapeutickou intervenci.

Vsechny biologické vzorky podléhaji postupné degradaci. Je proto potiebné znat podminky,
za kterych je molekula biomarkeru stabilni, coz je diilezité pro potfeby spravné interpretace
laboratornich vysledka. Stabilita jednotlivych biomarkerii je velmi variabilni a je
charakterizovana jako doba, za kterou se pocatecni obsah analytu ve vzorku nemeéni
pii zachovani piesné definovanych podminek.

V této praci jsou podrobné popsany preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho vySetteni.
Prace také shrnuje dosavadni obecné poznatky o stabilit¢ biomarkerd, je zde zminéna
dilezité role biobank a vysvétlena potieba testovani stability biomarkerii podle doporuceni
svétové Spicky v biobankingu - mezinarodni spole¢nosti ISBER.

Praktickd cast prace je zaméfena na studie stability biomarkeri bézné pouzivanych
k diagnostice vzacnych nadori ovarii, k diagnostice syndromu polycystickych ovérii, také
k odhadu ovaridlni odpovédi na hormonalni stimulaci béhem in vitro fertilizace (IVF) a
k diagnostice nadorového onemocnéni prostaty.

Jejim cilem je zjistit optimalni preanalytické podminky Anti-Miillerianského hormonu
(AMH) a prostatickych markerti a posoudit vliv dodrzovani spravnych preanalytickych
podminek na klinické a diagnostické vyuziti téchto biomarkerti. Dal$imi cili této prace je
posouzeni rizik pii nedodrzeni téchto podminek a jejich vliv na osobu pacienta.

Dosazené vysledky prokazaly, Ze koncentrace AMH v rGznych preanalytickych podminkach
zustavaji pomérné stabilni. Nejvice stabilni byly vzorky séra skladované pti -20 °C, a také
pii 4 °C. Nejmensi stabilitu vykazovala skupina vzorka plazmy a séra skladované pii 22 °C.
Vysledky ukazuji falesné nizké hladiny AMH, coz mulze vést k nadmérnému podéavani
gonadotropinit ke stimulaci vaje¢niki pii IVF. Rizikem je pak rozvinuti ovaridlniho
hyperstimula¢niho syndromu a jeho zavaznych komplikaci.

V praci byla prokézana velka stabilita tPSA za rlznych zatéZovych podminek, naopak
stabilita fPSA 1 [-2]proPSA se ukdzala jako nizkd. Koncentrace fPSA v Case béhem
zatézovych podminek klesala, koncentrace [-2]proPSA se naopak zvySovala. ProtoZe se
pii vypoctu PHI pouziva [-2]proPSA, kazdé zvySeni ovlivni kone¢nou hodnotu tohoto
indexu. Vysledkem nedodrZeni spravnych preanalytickych podminek je fale$né
diagnostikovany PCa a s tim spojena nejen vysoka diagnosticka, ale i psychicka zatéz
pacienta.

Na zakladé ziskanych vysledki je mozno vydat konkrétni doporuceni pro laboratofe.

Klic¢ova slova: biomarker, stabilita, preanalytické podminky, sérum, plazma, AMH, PSA,
fPSA, [-2]proPSA, PHI, karcinom prostaty, imunochemicka analyza



Abstract

The word biomarker comes from English and the exact translation means biological marker
or biological indicator. The National Institutes of Health defines a “biomarker” as a property
that is objectively measured and evaluated as an indicator of normal biological processes,
including pathogenic processes, or an indicator of a pharmaceutical response to a therapeutic
intervention.

All biological samples undergo gradual degradation. It is therefore necessary to know
the conditions under which the biomarker molecule is stable, which is important for the
needs of correct interpretation of laboratory results. The stability of individual biomarkers is
highly variable and it is characterized as the time during which the initial content of the
analyte in the sample does not change while maintaining precisely defined conditions.

In this thesis, the pre-analytical influences on the result of the laboratory examination are
described in detail, the thesis also summarizes the current general knowledge about the
stability of biomarkers, the important role of biobanks is mentioned here and the need for
testing the stability of biomarkers according to the recommendations of the world leader in
biobanking - the international company ISBER is explained.

The practical part of the thesis is focused on studies of the stability of biomarkers commonly
used to diagnose rare ovarian tumors, to diagnose polycystic ovary syndrome, as well as to
estimate the ovarian response to hormonal stimulation during in vitro fertilization (IVF) and
to diagnose prostate cancer.

The aim of the practical part is to determine the optimal pre-analytical conditions for Anti-
Miillerian hormone (AMH) and prostatic markers and to assess the effect of observing
the correct pre-analytical conditions on the clinical and diagnostic use of these biomarkers.

The achieved results demonstrated that AMH concentrations remain relatively stable
in various pre-analytical conditions. The worst results are shown by the group of plasma and
serum samples stored at 22 °C, as well as plasma samples during repeated thawing and also
during storage at 4 °C. The results show falsely low AMH levels, which can lead to over-
diagnosis of gonadotropins for ovarian stimulation in IVF. The risk is the development
of ovarian hyperstimulation syndrome and its serious complications.

The achieved results further demonstrated the great stability of tPSA under various stress
conditions, on the other hand, the stability of fPSA and [-2]proPSA proved to be low.
The concentration of fPSA decreased over time during exercise conditions, while
the concentration of [-2]proPSA, on the contrary, increased. Since [-2]proPSA is used
in the calculation of PHI, any increase will affect the final value of this index. Failure to
comply with the correct pre-analytical conditions results in falsely diagnosed PCa and the
associated high diagnostic stress of the patient.

Based on the results achieved, it is possible to issue specific recommendations
for laboratories.

Key words: biomarker, stability, preanalytical conditions, serum, plasma, AMH, PSA,
fPSA, [-2]proPSA, PHI, prostate carcer, immunochemical analysis
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Uvod

Tato prace je zamétena na studie stability biomarkeri bézné pouzivanych k diagnostice
vzacnych nadort ovarii, k diagnostice syndromu polycystickych ovarii, k odhadu ovarialni
odpovédi na hormondlni stimulaci béhem in vitro fertilizace (IVF) a k diagnostice
nadorového onemocnéni prostaty.

Préce si klade za cil zjistit optimalni preanalytické podminky Anti-Miilleridnského hormonu
(AMH) a prostatickych markerti a posoudit vliv dodrzovani spravnych preanalytickych
podminek na klinické a diagnostické vyuziti téchto biomarkert.

Dalsimi cili je posoudit rizika pii nedodrzeni téchto podminek a jejich vliv na osobu
pacienta.

Prace je roz¢lenéna na dvé hlavni ¢asti — na ¢ast teoretickou a ¢ast praktickou.

Teoreticka Cast je veénovana piehledu soucasnych poznatkli o problematice stability
biomarkert. Podrobné jsou popsany preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho vySetfeni
s diirazem na stabilitu biomarkeri. Dalsi kapitoly se zabyvaji charakteristikami a klinickym
vyznamem vybranych biomarkert.

V souladu s cili prace je ¢lenéni metodiky, vysledkid a zavéri, které jsou zatazeny
do praktické c¢asti disertani prace. V metodice je popsana vzdy v kazdé kapitole zvlast
charakteristika studie, skupina dobrovolnik ¢i pacientl a pouzité metody. Prvni vysledkova
¢ast je veénovana zhodnoceni vzorkd od zdravych mladych dobrovolniki, s dirazem
na indikace ke stanoveni AMH ptevazné u zen. Ve druhé ¢ésti je posouzen vliv nedodrzeni
vhodnych preanalytickych podminek na klinické vyuziti tohoto biomarkeru a rizik, ktera
z toho plynou pro pacientky. Ve tieti ¢asti je zpracovan soubor muzskych pacienti sttedniho
veku sledovanych pro podezieni na karcinom prostaty. Ve Ctvrté ¢asti prace jsou pocitany a
vyhodnocovany indexy pfispivajici ke zptesnéni diagnostiky karcinomu prostaty a také je
posouzen vliv téchto pocitanych parametri na diagnostiku onemocnéni. Jsou zde
zhodnocena rizika plynouci z nedodrzeni spravnych preanalytickych podminek pro pacienta.
Zaveér prace je vénovan hodnoceni dosazenych vysledkti vyzkumu s dirazem na jejich
vyuziti v klinické praxi.

Piinosem této prace je presnéjsi a podrobnéjsi poznani vlastnosti uvedenych biomarkert a
zahrnuti téchto poznatkii do doporuceni pii odbéru a dal§im zpracovani vzorkd.
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1.2 Preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho vySetreni

Laboratorni vySetieni je velmi duleZitou soucasti pii stanovovani diagnézy pacienta. Také
ma svoji dalezitou tlohu pii monitorovani prib&hu nemoci pacienta, pii ur¢ovani progndzy
nemoci a v neposledni fadé¢ ma svoji ulohu pfi prevenci a screeningu [Zima, 2010].

Priibéh laboratorniho vySetfeni ma tfi faze: preanalytickou, také n€kdy oznacovanou jako
pripravnou, analytickou, zahrnujici vlastni analyzu vzorku a procesy s tim spojené, a
postanalytickou, pfi které se jednd hlavné o zpracovani vysledkového protokolu a jeho
predani na piislusna pracovisté vcetné interpretace vysledkli s pfipadnou konzultaci
(obrazek 1) [Racek et al., 2021].

postanalyticka
18 %

Obrazek 1 - Jednotlivé faze laboratorniho vySetifeni
[Upraveno podle Racek et al., 2021]

Preanalyticka faze laboratorniho vysetfeni se déli na ¢ast odehravajici se mimo laboratof a
na ¢ast provadénou v laboratofi. Faze laboratorniho vySetfeni provedend mimo laboratof
zahrnuje predevSim tyto procesy: piipravu pacienta pred odbérem, odbér biologického
materialu, jeho uchovani a transport z odbérového mista do laboratote. Tato ¢ast je zavisla
na kvalitni spolupraci laboratofe s odbornym persondlem z oddéleni nebo ambulanci
pozadujicich dané stanoveni. Preanalyticka faze laboratorniho vySetfeni provedena
v laboratofi zahrnuje: registraci ptijatého vzorku, ptipravu vzorku na vlastni analyzu a jeho
skladovani do provedeni analyzy [Racek et al., 2021].

Aby bylo dosazeno perfektniho vysledku s informaci vyuzitelnou ve prospéch pacienta, je
potieba, aby vSechny faze laboratorniho vySetfeni byly provedeny kvalitné, bez chyb.
K ovlivnéni vysledku laboratorniho vysetieni mize dojit béhem vSech fazi. Za spravnost a
spolehlivost analytické faze zodpovidé laboratof, kterd se fidi dodrzovanim GLP — good
laboratory practice — zasadami spravné laboratorni praxe. Také v postanalytické fazi
laboratorniho vySetfeni mtize byt vysledek ovlivnén, nejcastéji chybou v tisku a v pfenosu
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dat. Nejvice chyb pfi laboratornim vySetieni (podle autort jde az o 60 % chyb) vSak vznika
béhem faze preanalytické [Zima, 2013]. Jedna se také o fazi v praméru nejdelsi, kde se mize
projevit vliv mnoha faktorii [Racek et al., 2021; Zima, 2013]:

osoba pacienta

Zde se jedna zejména o pouceni pacienta, jak se na odbér vzorku spravné pfipravit.
Zatuto Cast odpovida klinické pracoviste, které se fidi doporu¢enimi vydanymi
laboratoii [FN Plzen, 2023; FN Motol, 2020]. Pfi vlastnim odbéru vzorku je potieba
posoudit informace o pacientovi. Je tfeba vzit v potaz vék a pohlavi pacienta, taktéz
jeho rasu, soucasné probihajici jiné onemocnéni pacienta, graviditu pacientky, ale
také diurnalni rytmus vySetfovaného biomarkeru (napt. kortizol), biologicky poloc¢as
stanovované latky a zplisob stanoveni referencnich hodnot. VySe zminéné jsou
faktory, které nelze ovlivnit. Faktory, které ovlivnit lze, jsou predevsim: fyzicka
aktivita a psychicky stav pacienta, uziti tekutin ped odbérem vzorku, druh potravy,
koufeni, uzivané l1éky, abuzus alkoholu a drog [Racek et al., 2021; Narayan, 2000].

odbér vzorku

V této fazi ovliviiuje vysledek laboratorniho vysetfeni hlavné zptsob odbéru vzorku
v zavislosti na druhu odebiraného biologického materidlu (arteridlni, vendzni,
kapilarni krev), dale vhodna odbérova naddobka a zptisob provedeni odbéru vzorku
(napf. pro stanoveni aldosteronu nesrazliva krev, pacient pti odbéru vleze). Odbér
vzorku mize byt ovlivnén denni dobou odbéru. VétSina odbért se provadi rano
na la¢no, kromé analyt s vyraznym diurndlnim rytmem, které je potieba nabirat
v presnych ¢asech (napf. ranni kortizol versus odpoledni kortizol). Pti odbéru vzorku
je potieba také ptesnd a jednoznacna identifikace pacienta a biologického materidlu
[Zima, 2010].

transport vzorku

Mnoho vzorkli je pifepravovano z mensSich laboratofi nebo sbérnych mist
do laboratote centralni, coZ vyzaduje piisné dodrzovani protokolli pro odbér vzorki
a dal$i manipulaci s nimi [Hedayati et al., 2020]. Transport vzorku do laboratofe
musi byt pfedev§im dostate¢né rychly, vzorek musi byt chranén pred extrémnimi
teplotami a mechanickymi vlivy, nékteré typy vzorka dokonce vyzaduji uchovavani
za spravnych svételnych podminek (z divodu napt. degradace bilirubinu nebo
kyseliny listové na svétle). Vzdy musi byt bran v potaz typ biochemického vySetieni
a tomu pfizpisobené podminky a teplota transportu, a také doporuceni laboratoie
(napf. pro stanoveni adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) a metanefrini je nutno
provést odbér krve do predem vychlazené umélohmotné zkumavky s protisrazlivou
upravou a transportovat v ledové tfisti do laboratofe do jedné hodiny po odbéru nebo
transportovat piimo zmrazenou plazmu na -70°C na suchém led&; na rozdil od
stanoveni aldosteronu, kdy je nutny transport pii pokojové teploté) [FN Plzen, 2022].

uchovani vzorku pied vlastni analyzou

Neni-li analyza vzorku provedena ihned po odbéru, je nutné vzorek uchovat
v chladni¢ce v dobfe uzaviené zkumavce, aby nedoslo ke zkoncentrovani analytt
vlivem odpafeni vody. U nékterych analyti je vSak doporucovdno uchovani
pfi laboratorni teploté (napt. Unik drasliku z bun¢k vlivem klesajici funkce enzymu
Na/K ATPazy vlivem poklesu teploty) [Racek et al., 2021]. Pti del§im skladovani je
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nutno vzorky uchovat zmrazené pii -20 °C nebo -80 °C. Vzorky lze upravit
i lyofilizaci. Doba skladovani vzdy zdvisi na stabilit¢ daného biomarkeru a je nutné
drzet se doporuceni vydanych ptislusnou laboratoii [Betsou et al., 2013].

e pFiprava vzorku ke zpracovani

Plazma a sérum by mély byt odd€leny centrifugaci od bunék idealn¢ co nejrychleji,
aby se zabranilo bunéénému metabolismu a pohybu analyti mezi butikami a plazmou
nebo sérem. Prodlouzeny kontakt plazmy nebo séra s krvinkami, ke kterému dochazi
v disledku pozd€jsi centrifugace, je castou pfi¢inou falesnych vysledkt
laboratorniho stanoveni [Boyanton and Blick, 2002]. Je dulezit¢ zachovat
pfi centrifugaci a separaci séra ¢i plazmy od krevnich elementl spravné a vhodné
podminky. Pro odd¢€leni krevnich elementti od séra/plazmy se nejcastéji centrifuguje
pti 1 000-1 500 g (g = ndsobek gravitacniho zrychleni) po dobu 10 minut
pii pokojové teploté. Delsi doba centrifugace nebo zvyseni poc¢tu g Casto zptusobuji
¢astecnou ¢i uplnou hemolyzu. Plazma nebo sérum maji byt oddéleny co mozna
nejdiive, nejpozdéji vSak do 2 hodin od odbéru [Zima, 2013]. Je také mozné
transportovat vzorky az po centrifugaci, coz znamena transport séra nebo plazmy
[Zaninotto et al., 2012].

e hemolyza
Radu vySetfeni (napf. draslik, AST, ALT, thymidinkinaza) zkresluje hemolyza
vzorku, kterda mtze vznikat pii nespradvném odbéru krve (pfilis uzka jehla, dlouhé
zaSkrceni turniketem), neSetrnym protiepanim odbérové zkumavky, vysokou nebo
nizkou teplotou. Dal$im faktorem ovlivitujicim laboratorni stanoveni je také nepfilis
Castd trombolyza, pfi které dochazi ke zvysSeni koncentrace drasliku v séru [Zima,
2010].

Podle fady autort nerespektovani vyse uvedenych preanalytickych vlivii zptisobuje chybny
vysledek nebo jeho nespravnou interpretaci ¢astéji nez chyba v analytické fazi [Racek et al.,
2021; Zima, 2010].
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1.3 Biomarkery

Slovo biomarker pochazi z anglictiny a pfesny pieklad znamena biologické znacka nebo také
biologicky ukazatel. National Institutes of Health definuje ,,biomarker* jako vlastnost, ktera
je objektivné métena a hodnocena jako indikéator normalnich biologickych procesti, procest
patogennich, a také jako indikdtor farmaceutické odpovédi na terapeutickou intervenci
[Romero Otero et al., 2014; Ilyin et al., 2004].

Nadorové biomarkery tzv. onkomarkery jsou biochemické latky pfitomné v organismu jako
dasledek maligniho procesu. Jsou produkovany bud’® samotnym ndadorem, nebo
nenadorovymi buitkami v reakci na pfitomnost nadoru. Onkomarkery mohou pronikat
z nadorovych tkani do télesnych tekutin, kde se muze jejich koncentrace méfit. V tomto
piipadé se hovofi o humoralnich onkomarkerech. Ve vysSetfovanych tekutinach maji
u zdravého Clovéka nulovou nebo nizs$i hodnotu nez u pacienta s nddorem. Ke stanoveni
jejich koncentrace se nejCastéji vyuzivaji metody imunochemické. Pii monitoraci
onemocnéni je dilezité stanovovat nddorové markery jednou metodikou v jedné laboratofi.
Strukturné se jedna vétSinou o glykoproteiny a polypeptidy. Z hlediska biologické funkce
jsou to markery bunécné adheze (napt. karcinomovy antigen 125 — CA 125), hormony (napf.
lidsky choriovy gonadotropin — hCQG), enzymy (napf. prostaticky specificky antigen — PSA),
stavebni slozky cytoskeletu (napf. tkanovy polypeptidovy specificky antigen — TPSA),
transportni a imunokompetentni latky (napf. alfa-fetoprotein — AFP) [Kausitz et al., 2003].
Existuji i dal$i skupiny onkomarkerti, jako bunéné onkomarkery (napi. estrogenové
receptory u karcinomu prsu, stanovované imunohistochemicky), cirkulujici nddorové bunky
(napf. prokazatelné v moc¢i u karcinomu mocového méchyie) a genetické abnormality
(detekce mutaci v onkogenech a tumor supresorovych genech napt. BRCA1 a BRCA?2)
[Racek et al., 2021].

Idealni onkomarker by mél byt produkovéan pouze u malignich onemocnéni, byt organove
specificky, vyskytovat se ve vySetiovanych tekutindch ve vysokych koncentracich a
korelovat s velikosti a rozsahem néadoru, se stadiem onemocnéni, s progndzou a ucinnosti
terapie [Racek et al., 2021]. V sou€asné dob¢ neni zndmy Zadny takovy onkomarker, ktery
by spliloval najednou vSechny vyse zminéné pozadavky. Stanoveni onkomarkeri ma tak své
limity, ale pfi dobré znalosti indikace vySetfeni jednotlivych nadorovych markert jsou
vybornym pomocnikem onkologa pii péci o onkologické pacienty [Karlikova, 2018].

Stanoveni nadorovych markert se vyuziva k zpfesnéni diagndzy, sledovani pribéhu choroby
a efektu terapie, k casnému zéachytu relapsu onemocnéni a uréeni progn6zy. Onkomarkery
se jako celoplo$né screeningové vySetfeni nehodi pro nizkou citlivost a nedostate¢nou
specificitu, mohou byt ale vyuZzivany pro vySetieni rizikovych skupin (napt. PSA se vyuziva
ke screeningu u rizikovych pacientli pro karcinom prostaty). Onkomarkery se také z vyse
uvedenych pficin nehodi k primarni diagnostice nadort.. Je tfeba si uvédomit, ze az
na vyjimky (napf. organové specificky PSA) nejsou nadorové markery ani nadorove, ani
organove specifické a mohou byt zvysSeny i z nenddorovych pticin. Je proto dilezité znat
optimalni indikace, pro¢ se onkomarker stanovuje a co je od vysledku oc¢ekavano, také jaké
jsou limity téchto vySetfeni a jakd je vhodnd frekvence opakovani téchto vySetfeni.
Jednorazové vysetfeni onkomarkeri mé jen velmi omezeny vyznam. Zakladem vyuziti
téchto markert v praxi je dynamické sledovani jejich hladiny ve vySetfované tekutiné. Vzdy
je nutné stanovit hladinu daného onkomarkeru ptfed 1é€bou (chirurgickou,
chemoterapeutickou nebo radiologickou). Lékaii by méli také znat biologicky polocas

14



stanovovaného onkomarkeru a spravné tak nacCasovat kontrolni odbér. Sledovanim
pfislusnych onkomarkerti je mozno do jist¢ miry individualizovat dispenzarni péci
o pacienty. Co se tyka v¢asného zachytu relapsu onemocnéni, uvadi se, Ze nadorové markery
mohou upozornit na recidivu onemocnéni az o n¢kolik mésicti diive nez zobrazovaci
techniky. Je vSak velmi vhodné ob¢ tyto metody kombinovat [Karlikova, 2018].

Pro klinické vyuziti nadorovych markerii a frekvence kontrol jejich hladin po primarni
terapii jsou vydavéana doporuceni expertnich skupin [Karlikova, 2018].
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1.4 Stabilita biomarkeru

Vsechny biologické vzorky podléhaji postupné degradaci. Je proto potiebné znat jednak
biologicky polo¢as biomarkeru (doba, za kterou se mnozstvi urcité latky v organismu snizi
na polovinu) a také podminky, za kterych je molekula biomarkeru stabilni, coz je dulezité
pro potieby spravné interpretace laboratornich vysledku. Stabilita jednotlivych biomarkert
je velmi variabilni a je charakterizovana jako doba, za kterou se pocateni obsah analytu
ve vzorku neméni pii zachovani piesn¢ definovanych podminek [Nezbeda, 2018].

Neoddiskutovatelny vliv na stabilitu biomarkert ma jak doba a zptisob transportu vzorku
do laboratofe, tak hlavné doba a zpiisob skladovani vzorkti az do vlastni analyzy biomarkeru.
Minimalizovat interval mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim je nejlepsi strategii, jak
zabranit zméndm v aktivitdch a koncentracich analytii. Néktera doporuceni jsou vsak v bézné
praxi obtizné¢ aplikovatelna. Velmi zélezi také na biologickém materialu, ve kterém se dany
analyt nachazi (krev, sérum, plazma). Pokud je u nékterych biomarkera jejich stabilita
ovlivnéna kontaktem s krevnimi elementy, je vhodné pouzit zkumavky se separacnimi gely.
Gel pouzity v téchto zkumavkach je relativné inertni, mize vSak ovlivnit koncentrace nebo
stabilitu analytu [Hedayati et al., 2020]. Naopak pro stanoveni nékterych hormont je pouziti
odbérové zkumavky se separa¢nim gelem nevhodné. Podle studii zpracovanych Hedayati et
al. je znamo, ze EDTA chrani peptidy pred proteolyzou, proto byva vhodnéjsi odebrat
vzorky do zkumavek s EDTA [Hedayati et al., 2020]. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2, je
u n¢kterych méné stabilnich latek potfeba odebirat krev do pfedem vychlazené zkumavky
nebo transportovat v ledové tfisti (napf. nesrazliva krev pro stanoveni parathormonu,
ACTH) [Vase laboratofe, 2019]. Ne vSechny analyty jsou stanovovany ihned po odbéru
vzorkd. Nekteré analyty se stanovuji jednou tydné (napt. progesteron), nékteré jednou za dva
tydny (napt. aldosteron) az mésic (napt. osteaza — kostni alkalickd fosfataza [FN Plzen,
2022]. V ptipad¢ dlouhodobégjsich studii se mohou nékteré analyty stanovovat v rozmezi
nékolika mésici az let [Simanek et al., 2018].

V klinickych laboratotich, zejména v nemocnicnich laboratofich, se vzorky séra a plazmy
Casto uchovavaji po urcitou dobu pro piipadnou pozd¢jsi reanalyzu. Znalosti stability
analyti ve vzorcich skladovanych pii teplot¢ mistnosti nebo nizSich teplotach
pro opakovanou analyzu jsou proto velmi dillezité. Podle studie Dupuy et al. byly LDH a
bikarbonat prokazany jako analyty s nejnizsi stabilitou po centrifugaci, proto nemuize byt
povolena jakakoli reanalyza téchto latek v jiz zcentrifugovanych zkumavkach. Centrifugace
pred transportem je Casové ndro¢nd a prenos plazmy nebo séra z primdrni zkumavky
do sekundarni zkumavky zvysuje riziko preanalytickych chyb. U analyti, které jsou stabilni
vplné krvi po dobu 24 hodin nebo déle, se zda, Ze neni pfinosné centrifugovat
pted transportem [Dupuy et al., 2018].

V dostupné odborné literatute 1ze najit urcité mnozstvi experimentalnich studii hodnoticich
stabilitu vétSiny laboratornich analyti v riznych podminkdch, ale existuje jen malo
klinickych pokynii s piesnymi doporucenimi pro laboratote. VétSinou se jedna o obecna
doporuceni vydana na podkladé rtiznych, neuplnych nebo ¢astenych studii, jejichz vysledky
nejsou konzistentni z ditvodu odlisnych metodik stanoveni a odlisSného protokolu testovani
stability kvlli nedostatku standardnich experimentalnich navrhii. Také z vlastni praxe je
ovéteno, ze tyto informace Casto nejsou dostacujici. Pro spravnou klinickou interpretaci
laboratornich vysledki a také pro vyuziti zamrazenych vzorki v dal§im medicinském
vyzkumu je nutné mit hlubsi a pfesné&jsi znalosti o preanalytickych podminkach a stabilitach
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biomarkert. Pii nedodrzeni spravnych preanalytickych podminek vznika riziko Spatné
interpretace vysledku s rizikem zbytecné dalsi zatéze pacienta. V ptipadé dlouhodobéjsich
prospektivnich 1 retrospektivnich studii mize dojit 1 ke zkresleni vysledkt téchto studii
[Vrzakova et al., 2023].
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1.5 Biobanky

Biobanky sbiraji, shromazd’uji, skladuji a poskytuji vzorky biologického materialu a s nimi
souvisejici data a informace [Kinkorova and Topol¢an, 2016]. Svétovym lidrem mezi
spolecnostmi zabyvajici se biobankingem je mezinarodni spolecnost International Society
for Biological and Environmental Repositories (ISBER). Né4plni této nadnérodni spole¢nosti
je provozovani biobank a repozitaiti jak humdénnich, tak také zvifecich, rostlinnych a
mikroorganismut. Mezi dalsi Cinnosti patii vytvaieni pokynu a protokolt pro preanalytické a
skladovaci podminky biologickych vzorkii (napt. ISBER Best Practices, 2018) [Campbell et
al., 2018]. Instituce pfi jejich tvorbe¢ Cerpala z vlastnich bohatych zkuSenosti [Betsou et al.,
2013]. ISBER také podporuje inovace ve védé, vzdelavani a Skoleni v biobankingu, déle
poskytuje informace o repozitafich, koordinuje spoluprdce a kooperace s ostatnimi
spolecnostmi provozujicimi biobanky a také publikuje [Kinkorova, 2019].

V souCasné dobé je vétSina biobank lokalnich a jsou jen velmi malo vyuzitelné
pro mezinarodni spolupraci kvili omezenému piistupu k biologickym vzorklim,
medicinskym datim a dal§im informacim. Proto byla zaloZena evropska infrastruktura
biobank — Biobanks and BioMolecular Resources Research Infrastructure — European
Research Infrastructure Consortium (BBMRI-ERIC). Tato panevropské infrastruktura si
klade za cil zlepSeni dostupnosti a kooperace mezi akademickymi a primyslovymi partnery.
Toto by bylo velkym pfinosem pro personalizovanou medicinu, prevenci nemoci, podporu
vyvoje novych diagnostickych nastrojti a 1é¢iv [Kinkorova and Topolcan, 2016; van Ommen
etal., 2015; Malm et al., 2013].

Ceska republika je jednim ze zakladajicich ¢lenti BBMRI-ERIC. LF UK a FN v Plzni je
jednim z péti pracovist’ v Ceské republice, které jsou &leny této evropské infrastruktury.
DalSimi ¢leny jsou Masarykiiv onkologicky ustav v Brné, 1. LF UK a VFN v Praze, LF UK
a FN HK v Hradci Kralové a Ustav molekularni a translaéni mediciny Univerzity Palackého
v Olomouci. Narozdil od ISBER pracuji ¢eské biobanky s  vyhradné
huménnim biologickym materidlem. Rozd€luji se na biobanky populaéni (obsahuji material
od dobrovolnych darcii bez specifickych pozadavki), orientované na nemoci (napf.
onkologické biobanky), tkanové biobanky a virtudlni biobanky, které maji na starosti
katalogy, databaze a seznamy biobank [Kinkorova, 2019].
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1.6 Klinicka versus statisticka vyznamnost

Védci musi ve svych studiich Casto fesSit otazky: Je tento vysledek statisticky vyznamny?
Pokud ano, je vyznamny také klinicky?

Statistickd vyznamnost znamend, Ze rozdil pozorovany v souboru vzorkl neni nahodny,
ukazuje tak na spolehlivost vysledkli studie. Jsou rtizné zplsoby vyjadieni statistické
vyznamnosti (hodnota p, interval spolehlivosti) [Ranganathan et al., 2015].

Klinicka vyznamnost odrazi dopad na klinickou praxi. Znamena, Ze tento rozdil je dulezity
1 klinicky a je mozné, ze ovlivni rozhodovani l€kate v klinické praxi, pokud se takovy rozdil
objevi [Ranganathan et al., 2015].

Terminy klinicka vyznamnost a statistickd vyznamnost jsou vSak ¢asto zameénovany a jeden
nemusi nutn¢ znamenat druhy. Vyzkumnici nékdy usuzuji, ze napf. G¢innost 1€cby je
klinicky vyznamna, protoze rozdil mezi lécbami je statisticky vyznamny. Klinickou
vyznamnost vSak nelze vzdy odvodit ze statistické¢ vyznamnosti. Klinicky vyznamny rozdil
je vétsSinou dan klinickou zkuSenosti a nelze jej z pouhé statistické vyznamnosti jednoduse
odvodit. Naptiklad zména laboratorniho vysledku o 1 %, pokud je pfitomna u dostate¢né¢ho
poctu jedinct, bude statisticky vyznamna, to vSak neznamena, ze bude vyznamna i klinicky.
U daného onemocnéni bude za klinicky vyznamnou povazovdna zména napi. o 10 %
[Sedgwick, 2014].
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1.7 Anti-Miilleriansky hormon (AMH)
1.7.1 Objev AMH

Existenci latky nazvanou Miillerian inhibiting substance (MIS), dnes znamou jako Anti-
Miilleriansky hormon, poprvé predpokladal francouzsky endokrinolog a védec v oblasti
fetalni endokrinologie Alfréd Jost (1916—1991). Doslo k tomu vice nez tfi desetileti predtim,
nez byl tento gonadalni glykoprotein purifikovan a jeho gen a promotor sekvenovany. Jostiiv
vyzkum ukazal, ze muzské vlastnosti musi plodu vnutit testikularni hormony — testosteron a
AMH, a ze v nepfitomnosti nebo neucinnosti téchto hormont se plod stava fenotypicky
zenskym. U muzského plodu dochdzi pod vlivem testikularnich androgent k vyvoji
Wolffovych vyvoda, ze kterych se formuje epidydimis, vasa deferentia a vesiculae
testicularis. Jost si v§iml, Ze krystal testosteron propionatu byl schopen maskulinizovat
Wolffovy vyvody u Zenského plodu, ale neovlivnil Miillerovy vyvody, které tvorily tuba
uterina, uterus a horni tfetinu vaginae [Jost, 1953].

V roce 1984 byl purifikovan vlastni protein AMH, a to imunochromatografii z varlat nové
narozenych telat [Picard and Josso, 1984]. V roce 1986 Richard Cate izoloval a sekvenoval
lidské a hovézi geny pro AMH, tedy 33 let poté, co Jost existenci této latky piredpokladal
[Cate et al., 1986]. Ten samy rok byla také klonovdna a exprimovana hovézi cDNA
pro AMH Jean-Yves Picardem [Picard et al., 1986]. Od tohoto okamziku zacina éra v historii
AMH charakterizovana rychlym nartistem znalosti o jeho biologickych ucincich,
mechanismech ucinku, normélni a patologické expresi. Naklonovanim specifického
receptoru pro AMH typu II v roce 1994 zacala byt odhalovéna signalni drdha AMH
[di Clemente et al., 1994; Baarends et al., 1994].

1.7.2 Struktura AMH

Anti-Miilleriansky hormon je glykoproteinovy homodimer patfici do superrodiny
transformacnich rastovych faktorti f (TGF-B). Jde o rodinu zahrnujici kolem 60 proteind,
které se podileji na regulaci proliferace, diferenciace, apoptdzy, motility, adheze a rovnéz
reguluji expresi slozek extracelularni matrix (stimulaci sekrece a inhibici degradace) [Lee
and Massagué, 2022]. AMH je slozeny ze dvou monomert spojenych disulfidickymi mistky
s molekulovou hmotnosti kazdé podjednotky 72 kDa. Monomer je syntetizovan jako
prekurzor (pre-pro-AMH) o délce 560 aminokyselin v Sertoliho buinkach varlat
v prenatalnim i postnatdlnim obdobi u muzi a v granul6zovych builkkach vaje¢niktl
v postnatalnim obdobi u Zen [Silva and Giacobini, 2021; Rey et al., 2003].

Pre-pro-AMH obsahuje 24-25 aminokyselinovou vedouci sekvenci, zniz je 16-18
aminokyselin sekvenci signdlni (SS), a pfedpokladdanou 7-8 aminokyselinovou zbytkovou
prosekvenci. Hydrofobni SS, obvykle umisténa na N-konci proteinu, slouzi k navadéni nové
vznikajiciho proteinu do endoplazmatického retikula (ER). SS je rozpoznana
ribonukleoproteinem tzv. signal recognition particle (SRP), ktery zpomali translaci, dokud
neni cely komplex pevné zakotven na membran€ ER. SS je schopna oteviit translokacni
kanal pro rostouci peptid. SRP se SS zistavaji pfipojeny na membrané, takZe se protein
zasunuje do ER jako smycka. Poté dojde k odsStépeni navadéci SS signalni endopeptidazou
a protein je v ER postupné glykosylovan [Matous$ et al., 2010]. Také AMH je po své
biosyntéze chemicky modifikovan jako vétSina proteind, a to glykosylaci a proteolytickou
upravou (processingem). Pfi processingu se specifickou protedzou vystépuje urCitd Cast
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primarniho translaéniho produktu. Proteolytické Upravy jsou vzdy nevratné a mohou
pokracovat i mimo bunku [Cate et al., 1986]. Po proteolytickém §tépenim pre-pro-AMH se
poskladd homodimer pro-AMH, 140kDa biologicky neaktivni prekurzor. Poté pro-AMH
podléha dalsimu proteolytickému Stépeni, ¢imz se ziska biologicky aktivni forma AMH. Ta
je slozena z 25 kDa karboxylového C-konce homodimeru, tvofeného dvéma 12,5 kDa
identickymi monomery, a ze 110 kDa amino N-konce homodimeru, tvofeného dvéma 57
kDa podjednotkami. Podjednotky jsou nekovalentn€ vazany disulfidickymi mustky [Nelson
et al., 2019]. Tyto homodimery se bézné nazyvaji AMH-C,N (obrazek 2). C-termindlni
doména tidi biologickou aktivitu AMH, zatimco jeho N-terminalni doména zvysuje aktivitu
C-konce tim, ze pravdépodobné ptispiva ke spravnému sbaleni a sestaveni proteinu béhem
syntézy [Wilson et al., 1993]. Pravé tato AMH-C oblast sdili homologii s oblasti ¢lent
superrodiny TGF-f [Lee and Massagué, 2022].

PRE-PRO-AHM (560 AK)

C.KONEC ~ MONOMER
72k Da

N-KONEC [24-25 AK

16-18 AK
SS

HOMODIMER
140 kDa

NEAKTIVNi PREKURZOR
AMH ,, l AMH .

BIOLOGICKY AKTIVN| FORMA

110 kDa 25 kDa

Obrazek 2 — Biosyntéza a processing AMH
[Vrzakova, 2023]

21



Gen pro AMH se nachazi na kratkém raménku chromozomu 19, lokus 19p 13.3 [Cohen-
Haguenauer et al., 1987]. Je dlouhy 2750 bp a obsahuje 5 exont. 3 konec patého exonu
koduje bioaktivni ¢ast molekuly, kterd je extrémné bohata na GC [La Marca and Volpe,
2006]. Mutace v tomto genu maji za ndsledek syndrom perzistujiciho Miillerova vyvodu, tj.
pritomnost zakrnélé délohy, vejcovodi a horni ¢asti pochvy u chlapct [Lindhardt Johansen
etal., 2013].

Biologicky aktivni nekovalentné¢ vazany komplex AMH plsobi na bunky gonad a
Miillerovych vyvodla prostiednictvim dvou typii receptorti: transmembranového MIS
receptoru typu I (MISRI) a signalniho MIS receptoru typu II (MISRII). C-konec AMH se
specificky vaze na MISRII, také oznacovany jako AMHR2, ktery ma serin/threonin
kindzovou aktivitu. Tento receptor obsahuje 573 aminokyselin, tvofi homodimer, ma
extracelularni doménu, kterd interaguje s AMH, a intracelularni doménu, ktera interaguje
s homodimerem MISRI. Vznika aktivni tertramerni receptorovy komplex ligand AMH-
MISRII-MISRI, coZ vede k aktivaci proteinli rodiny Smad regulujicich genovou expresi.
Smads proteiny se fadi do rodiny intracelularnich signalnich mediatort, které spadaji do tfi
Sirokych kategorii sestavajicich z R-Smads (receptorem regulované Smads), Co-Smads
(koaktivatorovych Smads) a I-Smads (inhibi¢nich Smads). Jde o latentni cytoplasmatické
faktory, tzn., Ze v cytoplazmé jsou v neaktivni formé&, po aktivaci jsou translokovany
do jadra, kde se mohou vazat na DNA a ovliviiovat tak transkripci genti [Silva and Giacobini,
2021; Clarke et al., 2001].

Gen receptoru AMHR?2 je lokalizovan na chromozomu 12. Také mutace v tomto genu
mohou mit za nasledek syndrom perzistujiciho Miillerova vyvodu [Lindhardt Johansen et
al., 2013].

1.7.3 Fyziologie AMH

AMH se tvoti v Sertoliho bunikach varlat prenatalné 1 postnataln€. Pomoci specifickych
protilatek byl AMH nalezen v Sertoliho bufice v drsném endoplazmatickém retikulu a
v Golgiho aparatu [Hayashi et al., 1984; Tran and Josso, 1982]. U Zen dochazi k produkci
AMH postnataln¢ v bunkidch membrana granulosa ovarii (obrazek 3). AMH hraje roli
v diferenciaci pohlavi embrya. Ridi totiz diferenciaci muzskych vnitinich genitalii a také
spermatogenezi. Indukuje regresi Miillerovych vyvodl, zatimco testosteron vylu¢ovany
z Leydigovych bunék indukuje vyvoj Wolffovych vyvodi, z nichz se tvofi vnitini muzské
genitalie. Absence AMH u plodu Zeny zptsobuje vyvoj Miillerovych vyvoda a neptitomnost
androgentl vede k regresi vyvodi Wolffovych, coz ma za nasledek tvorbu Zenskych genitalii
[Silva and Giacobini, 2021; Rudnicka et al., 2021; Clarke et al., 2001].
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Obrazek 3 — Vyvoj folikulii v ovariu, produkce AMH v ovariu a testes
[Upraveno podle Cihdk, 2013]

1.7.4 Role AMH pfi diferenciaci pohlavi

Pohlavi plodu je geneticky urceno jiz pii splynuti vajicka a spermie (s chromozomem X
nebo Y). Muzské pohlavi je dano karyotypem XY a Zenské XX. Na pocatku (okolo 12. dne
vyvoje) jedinou morfologickou zndmkou pohlavi je u Zenského pohlavi pfitomnost a
u muzského pohlavi nepfitomnost Baarova tcliska. Baarovu télisku se také fika sex
chromatin a jde vlastné€ o inaktivovany chromozom X. Do konce 6. tydne vyvoje savcl maji
plody obou pohlavi bipotencialni gonady a dva pary vyvodi: vyvod mesonephros neboli
ductus mesonephricus Wolffi a vyvod paramesonephros ¢ili ductus paramesonephricus
Miilleri. Tomuto stadiu vyvoje pohlavniho systému, které je shodné pro ob¢€ pohlavi, fikdme
indiferentni [Slipka and Tonar, 2020].

Ve druhé fazi vyvoje se nejprve sexudlné diferencuji pohlavni zlazy (gonady), a poté
vyvodné pohlavni cesty a zevni genital [Slipka and Tonar, 2020].

U muzi je diferenciace gonady na varle iniciovana genem SRY (Sex determining Region
of the Y chromosome). Jde o gen nachazejici se na kratkém raménku chromozomu Y,
kodujici transkripéni faktor TDF (testicular determination factor). Tento TDF se vaze
do specifickych oblasti DNA a navozuje expresi gentl, coz spousti kaskadu dé&jii vedoucich
k vyvoji varlete a regresi Zenskych pohlavnich cest. Pokud je tedy pfitomen chromozom Y
a gen SRY je exprimovan, dochazi k diferenciaci gonady ve varle. Tento gen totiZ expresi
autozomalniho genu SOX9 podporuje diferenciaci Sertoliho bun¢k a také aktivuje expresi
dalSich genii nutnych pro vyvoj varlat [Rey et al., 2003]. Sertoliho bunky déale produku;ji
dalsi signalni molekuly, které¢ stimuluji migraci Leydigovych bun¢k do zakladu varlete.
Dalsi faktory stimuluji expresi genti v Leydigovych buiikach nutnych k tvorbé testosteronu,
jehoz sekrece zacina od 9. tydne vyvoje pohlavi. Dalsi signalni molekulou produkovanou
v Sertoliho bunikach je AMH [Clarke et al., 2001]. AMH je vylu¢ovan lidskym varletem
od Sestého tydne gestatniho véku (osmy tyden amenorey) a jeho exprese je nezbytna
pro regresi Miillerova vyvodu. Syntéza testosteronu je nezbytnd pro udrzeni Wolffova
vyvodu, ze kterého se vyviji ductus deferens (chamovod), z n¢j poté glandulae vesiculosae
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(méchytkové Zlazy), a corpus a cauda epididymis (télo a ohon nadvarlete) (obrazek 4) [La
Marca et al., 2009; Clarke et al., 2001]. Ductus Miilleri zanika a zﬁstvéwé z n¢j zachovan jen
rudimentarni utvar v podob¢ appendix testis a utriculus prostaticus [Cihéak, 2013].

Pokud chybi chromozom Y a gen SRY tedy neni pfitomny, diferencuje se gonada
ve vajecnik. Nedostatek podpory testosteronem u zen mé za nasledek degeneraci Wolffova
vyvodu a nepfitomnosti AMH se udrzuje Miilleriv vyvod, ktery se vyviji do tuba uterina
(vejcovod), uterus (d€loha) a fornix vaginae (posevni klenba) (obrazek 4). Ze zaniklého
ductus Wolffi z{istava jen canalis Gartneri a ductus longitudinalis epoophori [Cihak, 2013].
U plodi obou pohlavi jsou v dobé, kdy je spusténa sexudlni diferenciace ptitomny
Miillerovy vyvody a také je exprimovan specificky AMH receptor. Je to tedy produkce
AMH varlaty, kterd je zodpovédna za zahdjeni regrese Miillerova vyvodu vazbou
na AMHR2 receptor a spusténi apoptdzy buncék ve sténé¢ Miillerova vyvodu, coz ma
za nasledek jeho regresi a nemoznost jeho diferenciace u plodu muzského pohlavi [Rey et
al., 2003].

DUCTUS WOLFFI CHROMOZOM Y

+ AMH
‘/ \l + TESTOSTERON

+ AMH ano d

Obrazek 4 — Sexualni diferenciace lidského plodu
[Vrzadkova, 2023]
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1.7.5 Postnatalni funkce AMH

U muzt zistavéd hladina AMH vysokd od narozeni do puberty a poté klesa zaroven
se zvysujici se koncentraci testosteronu. AMH ovliviiuje u chlapct pohlavni zrani, v obdobi
puberty piebira tuto funkci testosteron. U dospélych muzi jsou hladiny AMH velmi nizké
[Grinspon and Rey, 2010].

Také u zen byla exprese AMH pozorovéna, a to pfiblizné ve 32. tydnu gestace
v granulézovych bunkach primarnich folikuli, také preantralnich (sekundarnich) a malych
antralnich (tercidlnich, do 6 mm v priméru) folikulti ve vajecniku. Témito bunikami je AMH
produkovan az do menopauzy. Exprese AMH v primordialnich folikulech pozorovana
nebyla [Weenen et al., 2004]. Hladina AMH je u divek po narozeni velmi nizkd, se dvéma
malymi vzestupy kolem druhého a osmého roku. Od dvanactého roku zivota zeny se
produkce AMH postupné zvysuje, vrcholi mezi 25. — 27. rokem Zivota Zeny a ndsledné klesa
s klesajicim poctem folikuli. BEhem menopauzy je koncentrace AMH v séru Zeny prakticky
nezjistitelnd [Broekmans et al., 2008]. Praimérné maximalni hodnoty AMH v séru Zen jsou
zjisténé asi ve 25. roce Zivota a pohybuji se kolem 5 ng/ml (obrazek 5) [Kucera et al., 2013].

PRUMERNE KONCENTRACE AMH (NG/ML)

2023 2427 2831 32-35 36-40 41-45 >45
VEK (ROKY)

Obrazek 5 — Koncentrace AMH v séru u Zen ve fertilnim véku
[Kucera et al., 2013]

Ve fyziologickém ovaridlnim cyklu, béhem faze nezavislé na FSH, je exprese AMH nizsi

v primarnich folikulech a nejvyssi v sekundérnich (preantralnich). V tercidlnich (velkych

antralnich) folikulech vétSich nez 8 mm je jeho produkce velmi nizkd. Ve fazi zavislé na FSH

je exprese AMH blokovana. V atretickych folikulech neni detekovana zadné exprese AMH.

AMH inhibuje pfechod z primordidlniho do primarniho folikularniho stadia (obrazek 6).
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Ridi rist malého folikulu a vybér dominantniho folikulu, ¢imz se podili na regulaci poétu
folikuld, které rostou z prvotniho poolu. Nedochazi tak k pred¢asnému vycerpani zasoby
primordialnich folikula. AMH tedy reguluje plynuly pfisun folikul do faze citlivé na FSH.
AMH se spolu s FSH podili na procesu zrani folikulti, FSH podporuje proces zrani a AMH
tento proces inhibuje [Broekmans et al., 2008; La Marca and Volpe, 2006].

PRIMORDIALNI  PRIMARNI SEKUNDARNI TERCIARN( OVULACNI
FOLIKUL FOLIKUL (PREANTRALNI) (ANTRALNI) FOLIKUL
FOLIKUL FOLIKUL

Obrazek 6 — Model piisobeni AMH ve vajecniku
[upraveno podle La Marca and Volpe, 2006]

Legenda: ovarialni folikul - cerny stied predstavuje oocyt, bila oblast predstavuje vrstvu
granuloznich bunék a hnéda oblast predstavuje folikularni tekutinu v antru. AMH je
exprimovan v primdrnich a sekundarnich (preantralnich) folikulech, v tercidalnich
(antralnich) folikulech vétsich nez 8§ mm je jeho produkce velmi nizka.

1.7.6 AMH - Kklinické vyuziti

Stanoveni AMH v séru u Zen se pouziva piedev§im k odhadu individualni rezervy
ovarialnich vajicek, a tedy ke zji§téni biologického veéku jejich ovarii [Brady and Ginsburg,
2018]. Koncentrace AMH v krvi u dosp€lych zen odrazeji pocet primarnich folikult
vstupujicich do rlstové faze jejich Zivotniho cyklu, coZ je timérné poctu primordialnich
folikuld, které jesté zlstavaji ve vajecniku nebo v ovaridlni rezervé [Ledger, 2010]. AMH
klesd béhem reprodukéniho Zivota Zeny, coz odrazi neustaly pokles zasoby oocytl/folikuli,
a tedy i starnuti vaje¢niki [Freeman et al., 2012]. U pacientek s pfedcasnym selhanim
vajecniktl je hladina AMH v krvi nedetekovatelnd nebo zna¢né€ sniZzena v zavislosti na poctu
antralnich folikuli ve vaje¢nicich [La Marca et al., 2009]. Podle zjisténé koncentrace AMH
ve folikuldrni tekutin€é je tento hormon produkovan v mensich folikulech, do 4 mm,
ve folikulech vétSich nez 8 mm je jeho produkce velmi nizka. Ultrazvukem se vSak daji
rozlisit folikuly vétsi nez 2 mm. Doporucuje se proto vyuZzivat pii hodnoceni ovaridlni
rezervy jak AMH, tak ultrazvukové vysetieni [Kucera et al., 2013].
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Stanoveni AMH v séru Zen se také pouziva k odhadu ovarialni odpovédi na hormonalni
stimulaci béhem in vitro fertilizace (IVF) [Moolhuijsen and Visser, 2020; Magnusson et
al., 2017]. Jde o odhad rizika vzniku ovarialniho hyperstimula¢niho syndromu (OHSS) jesté
pted indukci ovulace. Hladiny AMH jsou zdkladem pro volbu spravné strategie 1éCby
neplodnosti, zejména pii stimulaci gonadotropiny béhem IVF [Buratini et al., 2022; Nelson
et al., 2019]. Nizsi hladina AMH v séru Zen stanovena pied zaCatkem stimulace obvykle
znamena nizsi stimulovatelnost ovarii pacientky gonadotropiny. Vysoka hladina AMH je
zase spojena se zvySenym rizikem vzniku OHSS. Jde o velmi zavaznou iatrogenné
zpusobenou komplikaci u pacientek podstupujicich IVF. Podstatou této asistované
reprodukéni techniky je hyperstimulace ovaria podavanim gonadotropint. Jde o nutny krok
vedouci k ziskani vice nez jednoho vajicka. OHSS je vystupfiovana reakce organismu
pacientek na tuto hormonalni stimulaci. Lehké formy OHSS mohou spontanné odeznit, tézké
formy vSak mohou koncit fataln¢. Lehké a sttedné tézké formy OHSS byly pozorovany u 15-
20 % a teézké formy OHSS se mohou vyskytnout az u 1-3 % vsech cykli [Practice Committee
of American Society for Reproductive Medicine, 2008]. Predpoklada se, Ze um¢la stimulace
vajecniki a pouziti exogenniho gonadotropinu vede kuvolnéni vazoaktivnich
prozanétlivych mediatorti, jako je wvaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF),
prostaglandiny a cytokiny. Predpokladd se také, ze pravé VEGF je tim hlavnim
zprostfedkovatelem klinické manifestace syndromu. Vazbou VEGF na svilij odpovidajici
receptor VEGFR-2 spousti kaskadu reakci vedouci ke zvySené permeabilité¢ kapilar
s naslednym Unikem tekutiny z intravaskularniho prostoru do intersticia. Tekutina se
hromadi v dutin¢ bfisni, pohrudnicni, pfipadné perikardidlni. Dochdzi k hemokoncentraci,
vznikaji trombozy, klesd perfuze organti, coz mizZe vést k jejich selhani. Ojedinéle miize
vyustit tento stav ve smrt pacientky [Marek and Macha¢, 2005]. Prevence OHSS je
ve spravném vyhodnoceni rizikovych faktori, mezi které patii syndrom polycystickych
ovarii a dale vysoka sérova koncentrace AMH [Kucera et al., 2013].

Dalsi vyuziti stanoveni koncentrace AMH v séru Zen se vyuziva pii diagnostice a monitoraci
syndromu polycystickych ovarii (PCOS) [Rudnicka et al., 2021; Teede et al., 2019]. Tento
syndrom je charakterizovan poruchami menstrua¢niho cyklu (amenorea diky chronické
anovulaci),  hyperandrogenismem a  pfitomnosti  polycystickych  vaje¢nikli
pfi ultrazvukovém vySetfeni. Potvrzenim klinické diagnézy PCOS je pfitomnost alespon
dvou ze tii vySe uvedenych kritérii. Mezi dalsi projevy PCOS patii hirsutismus a muzsky
u 5-10 % Zen v reprodukénim veku a €asto byva spojena s poruSenou glukézovou toleranci
nebo s vyskytem diabetes mellitus 2. typu. PCOS je specificky zvySenym poctem folikuli
ve vSech rustovych stadiich. Jedna se hlavné o sekundarni (preantralni) a malé tercidlni
(malé antralni) folikuly a aZ dvojnasobné zvySenou hladinu AMH v séru u 75 % téchto Zen,
cozZ je v souvislosti pravé se zvySenym poctem folikult produkujicich AMH. Tak vysoka
hladina AMH snizuje expresi FSH a syntézu estradiolu, ¢imz blokuje selekéni fazi a tim
i tvorbu ovula¢niho folikulu a potlacuje proces zrani folikult. Kvili silné korelaci mezi
hladinou cirkulujictho AMH a poc¢tem antralnich folikulii na ultrazvuku, byl AMH navrZeny
jako alternativni marker ovula¢ni dysfunkce u PCOS. Nicméné vysledky ze soucasné
literatury nejsou homogenni a stanovit specificky prah AMH u PCOS je velmi nédro¢né.
Proto by stanoveni AMH nemél byt jedinym testem pro diagnostiku PCOS, ale muize
pomoci, zejména pokud je obtizné¢ vyhodnotit vajecniky pfi ultrazvukovém vySetieni
u obéznich, panenskych a mélo echogennich pacientek [Rudnicka et al., 2021].
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AMH je také specifickym senzitivnim nadorovym markerem vhodnym pro diagnostiku a
monitorovani ovaridlnich granuléznich bunéénych tumort (GCT) jiz z toho divodu,
ze je produkovan granul6zovymi buitkami ovarii od narozeni az do menopauzy. AMH se
pouziva pro monitorovani pacientek, které podstoupily ovariektomii pro GCT. Stanoveni
AMH umoznuje casnou detekci recidiv. Studie ukazuji az desetinasobné zvysSeni
koncentrace AMH v granuldznich bunéénych nadorech vajecnikii, AMH tedy muize slouzit
jako senzitivni a specificky marker pti sledovani pacientek po ovariektomii. GCT sice patii
mezi méné Casté typy nadorti, ale v€asna detekce cirkulujiciho AMH ma velky vyznam,
protoze nadory z granul6znich bunék se vyznacuji vysokym vyskytem recidiv 10 az 20 let
po odstranéni primarniho naddoru [Chang et al., 2009; La Marca and Volpe, 2006].

AMH je také dobrym prediktorem poskozeni ovarialnich folikuli béhem radioterapie a
chemoterapie. Toto poSkozeni je doprovazeno snizenim koncentrace AMH v séru, ktera
zavisi na typu pouzitych chemoterapeutik a poctu 1é¢ebnych cykli [Anderson and Su, 2020].

AMH se sice primarn€ pouziva v gynekologii, ale miize se osvédCit i v pediatrii, a to
v diagnostice poruch diferenciace pohlavniho vyvoje u déti. Stanoveni sérové koncentrace
AMH se v klinické pediatrii pouziva riznymi zptisoby ke stanoveni ptitomnosti testikularni
sexualniho vyvoje (DSD) a u hypogonadotropniho hypogonadismu. AMH je dobie
pfijimany biomarker Sertoliho bun¢k pro hodnoceni funkce varlat béhem détstvi bez nutnosti
stimulacnich testl [Kanakatti et al., 2022]. Grispon et al. ve své studii prokézali, ze produkce
AMH je u prepubertalnich chlapcti s kryptorchismem (zejména s bilateraln€ nesestouplymi
gonadami) niz8i nez u normalnich chlapci. To je pravdépodobné disledkem mensiho poctu
Sertoliho bun&k v kryptorchidnich gonddach nebo snizené schopnosti Sertoliho bun&k
vylucovat AMH [Grinspon et al., 2018]. Absence AMH nebo jeho extrémné nizka hladina
je prediktivni pro nepfitomnou testikularni tkan (anorchii) [Lee et al., 2003]. Jak jiz bylo
vySe zminéno, koncentrace AMH odraZeji funkci Sertoliho bunck a jsou také casto
stanovovany ve spojeni s meéfenim testosteronu. Také testikularni dysgeneze je
charakterizovdna nizkymi koncentracemi AMH, ale také testosteronu, ve srovnani
s normalnimi muzi. AMH byl také studovan ve spojeni s métenim FSH, LH a testosteronu
pro ptedcasnou (snizené¢ hladiny AMH) a opozdénou (zvySené hladiny AMH) pubertu
u chlapcti [Rey et al., 2003]. U prepubertalnich divek vyzkumné studie ukazaly, ze stanoveni
AMH poméha rozliSovat mezi gonadalnimi a negonadalnimi pfi¢inami mirné virilizace.
U 46, XX prepubertalnich virilizovanych divek, které maji vajecniky, nebyly detekovany
méfitelné hodnoty AMH, coZ vylucuje pfitomnost testikularni tkané€ [Lindhardt Johansen et
al., 2013].

Extrémné vysoké koncentrace AMH byly nalezeny u divek s virilizujicimi nadory vajecnikti
ze Sertoli-Leydigovych bunék [Lee et al., 2003]. Jednd se o vzacné ovaridlni nadory,
pro které je charakteristickd pfitomnost Sertoltho a Leydigovych nezarodecnych
podpiirnych bun¢k muzskych gonad. Tyto nddory tvofi méné nez 0,5 % nadora vajecniku a
asi 1-2 % détskych ovaridlnich nadorG. Doprovodnym piiznakem je jiZ vySe zminéna
virilizace, tj. rozvoj druhotnych muZzskych pohlavnich znakl u Zen. Diferencované nadory
jsou obvykle benigni, hife diferencované vykazuji maligni chovani [Plevova et Gerzova,
2019].
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1.7.7 AMH - stanoveni

AMH lze v soucasnosti stanovovat v séru nebo plazmé dvéma metodami: ELISA nebo
chemiluminiscen¢ni technikou. Prvni uvedend metoda stanoveni AMH v séru je starsi,
vyvinuta ve druhé poloviné 80. let 20. stoleti. Stanoveni AMH se nejprve pouZzivalo
k diferencidlni diagnostice naruseného pohlavniho vyvoje u déti, v odborné literatufe o tom
1ze najit zminky jiz od roku 1990 [Baker et al., 1990; Hudson et al., 1990; Josso et al., 1990].
Na zacatku 21. stoleti se AMH zacal stanovovat jako marker ovarialni rezervy u zen. Tato
indikace ke stanoveni AMH je mimo jiné, vySe zminéné indikace, pouzivana dodnes. AMH
1ze stanovovat také ve folikularni tekutin€, princip stanoventi je stejny.

Ur¢itym problémem pii stanoveni AMH by mohla byt molekuldrni heterogenita
cirkulujiciho AMH. V krvi se nachézi jak biologicky neaktivni prekurzor proAMH, tak
proteolyticky upravena biologicky aktivni forma AMH-N a AMH-C. Dalsi problém
pii stanoveni této latky je také zatim malo znama stabilita AMH ve vzorcich béhem
skladovani a variabilni citlivost imunoeseje s interferenci komplementu C1q a C3 [Rudnicka
etal., 2021].

Prestoze koncentrace AMH s vékem klesd, studie ukézaly, Ze kaZzdodenni variabilita
koncentraci AMH u menstruujicich Zen je tak nizkd, ze AMH Ize méfit v kterykoli den
béhem menstruacniho cyklu [La Marca et al., 2013]. Podle jinych autorti hladina AMH
v séru na fazi menstruac¢niho cyklu nebo na exogennich pohlavnich hormonech nezavisi [Lv
et al., 2020].

Vysledky studii o vlivu hormonalni antikoncepce (HC) na koncentraci AMH v séru nejsou
shodné. Podle autori Rudnické a Landersoe je HC faktor, ktery ovliviiuje sérovou hladinu
AMH. Koncentrace AMH je u Zen uzivajicich HC niZ8i neZ u Zen, které hormondlni
antikoncepci nikdy neuzivaly a variruje od 14-55 %. Retrospektivni studie podle Landersoe
ukazuje variace hladiny sérového AMH podle druhu hormonalni antikoncepce. Naptiklad
pii uzivani oréalni kontracepce nebo hormonalni progesteronové pilulky maji tyto Zeny
0 30—40 % niz8i sérovou hladinu AMH. Pro srovnani, Zeny, které pouzivaji intrauterinni
télisko, maji o 17 % nizsi sérovou hladinu AMH. AvSak zavislost mezi mirou poklesu
hladiny AMH v séru a davkou hormonil se nepodafilo prokdzat [Landersoe et al., 2020;
Bentzen et al., 2012]. Starsi studie naopak neprokazaly vliv HC na sniZeni koncentrace AMH
v séru [Li et al., 2011].

Také koufeni ma podle autori Freour, Fuentes a Sowers vliv na koncentraci AMH. Zeny
aktivni kufacky maji snizenou hladinu AMH v séru a ve folikularni tekutiné oproti Zendm
nekufackam. Bylo zjisténo, ze u kutfacek dochézi také k rychlejSimu poklesu hladin béhem
jejich reprodukéniho zivota. Jakym mechanismem k tomuto sniZeni dochazi, je zatim
neznamé [Freour et al., 2012; Fuentes et al., 2012; Sowers et al., 2010].
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1.8 PSA

Prostaticky specificky antigen (PSA) je produkovan v prostatické tkani. Poprvé byl
identifikovan a purifikovan Wangem et al. v roce 1979 [Wang et al., 1979]. PSA je enzym
(Enzyme Nomenclature 3.4.21.77), serinova protedza, znama také jako lidsky kalikrein 3
(hk3), slozena z 237 aminokyselin v jediném polypeptidovém fetézci s molekulovou
hmotnosti piiblizn¢ 34 kDa [Donald et al., 2009]. Gen je umistén na chromozomu 19. Diky
alternativnimu sestfihu tohoto genu existuje nékolik variant mRNA kodujicich rtzné
izoformy enzymu. PSA se syntetizuje jako enzymaticky neaktivni prekurzor (preproenzym)
obsahujici 17 aminokyselinovou vedouci SS a 7 aminokyselinovou vedouci prosekvenci.
Odstépeni SS dava vznik neaktivni prekurzorové forme enzymu (proPSA), také oznacované
jako [-7]proPSA. Tato molekula dale prochazi posttransla¢ni modifikaci jako je glykosylace
aprocessing. K aktivaci dochazi proteolytickym §tépenim ptisobenim protedz kalikreint hk2
a hk4, postupné tak vznika nékolik prekurzort: [-5]proPSA, [-4]proPSA a [-2]proPSA.
Posledné¢ jmenovany jiz nelze dale Stépit (obrazek 7) [Igawa et al., 2014]. Po sekreci
do vyvodu prostaty je vedouci propeptid odstépen a proPSA se tak aktivuje na aktivni formu
PSA. Vylucuje se do semenné tekutiny, kde $t€pi gelové proteiny seminogelin I a II.
Umoziuje tak jeji zkapalnéni a usnadiiuje pohyb spermatozoi, coz je nezbytné pro tispésné
oplodnéni. Imunohistochemické studie ukazaly, Ze pfitomnost PSA je omezena
na cytoplazmu prostatickych acinarnich bun¢k a duktdlniho epitelu. Pouze nepatrné
mnozstvi PSA unikne do krve, kde mlZeme zméfit koncentraci mensi nez 4 ng/l.
Pro ptedstavu, v semindlni tekutiné se PSA nachazi v koncentraci 0,5-5 g/l. Aby se PSA
dostal do krve ve vétsi mife, musi prekonat epitel prostaty a endotel cév. Prostup je vyssi,
pokud tuto bariéru narusi patologicky proces, napt. nador, zanét, benigni hyperplazie
prostaty (BHP). Je také zvySen po zdkrocich na prostaté, jako je biopsie a operace prostaty
[Hori et al., 2013].
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Obrazek 7 — Biosyntéza a processing PSA
[Vrzakova, 2023]
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1.8.1 Formy PSA pritomné v krvi

V krvi je PSA pfitomen ve 3 hlavnich forméch:

1. volny fPSA (free PSA), u kterého se rozliSuji 3 podformy: BPSA — tzv. s benigni
hyperplazii asociovany PSA, déale proPSA (jeho zkracené i nezkracené formy) spojovany
s karcinomem prostaty a intaktni PSA [Hori et al., 2013]. Koncentrace fPSA v séru se
obvykle pohybuje od 5 do 35 % koncentrace celkového PSA. Vzhledem k proteolytické
enzymatické aktivité je pfi uvolnéni do krve pomérné rychle vazan na antiproteazy, které

brani potencialné skodlivé protedzové aktivité PSA [Saini, 2016].

2. PSA vazany na o2-makroglobulin. Tato forma je obvykle nedetekovatelnd kvili

nedostatku imunoreaktivity.

3. PSA vazany na al-antichymotrypsin. Tato forma tvoii nejvétsi podil z celkového PSA.

VétSina imunoreaktivnich souprav detekuje imunoreaktivni molekuly PSA volné i vazané

na al-antichymotrypsin. Jde proto o celkovy PSA (total PSA, tPSA) [Hori et al., 2013].

celkovy tPSA

100 %

vazany cPSA
85% \

na a-1 antichymotrypsin

na a-2 makroglobulin

volny fPSA ———

intaktni IPSA

15%

40 %

benigni BPSA

27 % [-5/-7]proPSA
/ 50 %

proPSA  —— [-2]proPSA

33% \ 20 %
[-4]proPSA

30 %

Obrazek 8 — Formy PSA pritomné v krvi
[Upraveno podle Hori et al., 2013]
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1.8.2 Klinicky vyznam stanoveni prostatickych markeru
tPSA

V roce 1980 Papsidero et al. jako prvni uvedli, ze PSA je pravidelné detekovan v séru
pacientll s rakovinou prostaty [Papsidero et al., 1980]. Od 80. let 20. stoleti se celkova
hladina prostatického specifického antigenu (tPSA) pouziva jako nadorovy, organové
specificky marker v diagnostice karcinomu prostaty (PCa) [Simanek et al., 2018]. Toto
pouziti mé vSak svd omezeni. PSA se totiz nachéazi v prostatické a seminalni plazm¢ nejen
ve zdravé prostatické tkani, ale také v prostatické tkani jak hyperplastické, tak i maligni, a
dokonce i v metastazach prostatického ptiivodu [Hori et al., 2013].

V soucasné dobé se prakticky neprovadi screening rakoviny prostaty pouze pomoci
stanoveni tPSA. Nelze totiz odhadnout agresivitu nadoru a ¢asto tak dochazelo k over terapii
(zbytecnému zahdjeni 1éCby). Nizka specificita tPSA také vedla k over diagnostice
(nadmérnému poctu diagnostickych vykontl, v tomto piipadé¢ hlavné biopsii prostaty)
[Fuchsova et al., 2013].

Stanoveni tPSA je indikovéano k:
e selektivnimu screeningu a ¢asné diagnostice PCa

e diferencialni diagnostice PCa
e monitoraci onemocnéni PCa

e monitoraci 1écby po radikalni prostatektomii a monitoraci medikamentozni 1écby
PCa.

Tabulka 1 — Referen¢ni hodnoty tPSA v séru
[Oddéleni imunochemické diagnostiky FN Plzei]

Hodnotici meze Koncentrace tPSA v séru
(ng/h
Muzi do 39 let 0-2,0
40-50 let 0-2,5
51-60 let 0-3,5
61-70 let 04,5
nad 70 let 0-6,5

Koncentrace tPSA 4-10 pg/l je povaZzovana za oblast hrani¢nich hodnot [Khan et al., 2003].
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fPSA

0d 90. let se fPSA pouziva jako druhy parametr v ptipad¢ diagnostiky karcinomu prostaty
[Filella et al., 1995]. fPSA neni pouzivan sam o sob¢, ale slouzi pro vypocet poméru volné
frakce PSA k celkovému PSA vyjadiené v procentech:

fPSA
% freePSA = (t

)xlOO

Protoze toto vyjadieni neni v souladu se soustavou jednotek SI a spravné by mél byt
vysledek vyjadien jako bezrozmérné ¢islo, do klinické praxe se zavadi vyjadfovani vysledku
jako:

pomer fPSA/tPSA v séru

Tento pomér je pouzivan pro diferencidlni diagnostiku benignich a malignich postizeni
prostaty, zejména pii hodnotach tPSA vrozmezi 4-10 pg/l. Nehodnoti se vysledna
koncentrace, ale pomér koncentraci. Vyssi vysledky tohoto poméru v séru koreluji s niz§im
rizikem karcinomu prostaty, se snizujici se hodnotou tohoto poméru se zvySuje
pravdépodobnost maligniho tumoru [Jung et al., 2000]. Pomér nad 0,25 je povazovan
za normalni, pomér pod 0,10-0,15 je mnohem vice spojovan s PCa.

Tabulka 2 — Referen¢ni hodnoty fPSA/tPSA v séru
[Oddéleni imunochemické diagnostiky FN Plzei]

pomer fPSA/tPSA v séru Hodnoceni
nad 0,25 benigni onemocnéni
0,15-0,25 Seda zona
0-0,15 maligni nador

[-2]proPSA

Jednd se o zkracenou izoformu proPSA, ktera obsahuje vedouci prosekvenci jen o dvou
aminokyselinach misto obvyklych sedmi. Tato forma [-2]proPSA neni déle St€pena. Nebyla
nalezena v seminalni tekutiné, unika tedy z prostaty do krve, kde se nachazi ve zvySené
koncentraci u muzl s rakovinou prostaty. Zkracené formy proPSA jsou zvySené v periferni
z6né tkané karcinomu v porovnani s benigni hyperplazii prostaty (BHP). Mohou byt ale
zvysené 1 u akutnich a chronickych zanéth prostaty [Mikolajczyk et al., 2000].

Ve studiich u muzi s PCa potvrzenym biopsii bylo prokazano, ze [-2]proPSA v rozmezi
hodnot tPSA 2,0-10 pg/l zlepSuje specificitu pro detekci rakoviny ve srovndni se
samotnym %fPSA, zatimco stanoveni [-5,-7]proPSA neprokazalo lepsi rozliSeni mezi PCa
a BHP [Semjonow et al., 2010].

33



Stanoveni [-2]proPSA je indikovéno k:
e diagnostice hypertrofie prostaty, rozhodnuti o biopsii, rebiopsii

e diferencialni diagnostice benigni hyperplazie prostaty a PCa.

Samostatné hodnoty stanoveni [-2]proPSA se pro interpertaci nepouzivaji [Fuchsova et al.,
2014].

PHI

Jednd se o matematicky model hodnoceni vysledkti prostatickych biomarkeri
stanovovanych v séru, ve snaze zvysit efektivitu diagnostického procesu. Rovnice
kombinujici [-2]proPSA, fPSA a celkové PSA se nazyva Prostate Health Index tzv. Index
zdravi prostaty (PHI) a od roku 2012 je schvalena pro vySetieni u pacientd s negativnim per
rectum nalezem a hodnotou tPSA 4-10 ug/l. Toto vysetfeni je jiz od roku 2017 hrazeno
zdravotnimi pojiStovnami [Fuchsova et al., 2015; Fuchsova et al., 2014].

[—2]proPSA

PHI:( FPSA

)xm

Vysledky PHI podle fady zahrani¢nich i ¢eskych publikovanych studii velice dobfte koreluji
s Gleason skore [Anyango et al., 2021, Lamy et al., 2018]. Jde o histopatologické hodnoceni
bun¢k prostaty ziskané biopsii tkan¢. Méfeni [-2]proPSA a vypocet PHI vyrazné zvysuji
spolehlivost diferencialni diagnostiky PCa [Fuchsova et al., 2015]. Umoziiuji zhodnotit
riziko pro pacienta a snizit tak pocet biopsii a rebiopsii prostaty. Rovnéz urychluji
diagnostiku u nemocnych s vysokou hodnotou tPSA a negativni biopsii [Catalona et al.,
2011].

Hodnota PHI 40 se bere jako pozitivni, ale tzv. Sed4 zona lezi mezi hodnotami 30—40. Také
hodnota PHI nad 30 jiZ mlZe znamenat ptfitomnost PCa u pacienta. Nektefi autofi navrhuji
na zékladé provedenych studii pouzivat jako mezni hodnotu PHI 37 [Boegemann et al.,
2016; Fuchsova et al., 2015].

Vyse zminé€né parametry, zejména PHI, pfispély k hodnoceni agresivity PCa pomoci

biochemickych metod [Maxeiner et al., 2017].

Tabulka 3 — Referen¢ni hodnoty PHI v séru
[Oddéleni imunochemické diagnostiky FN Plzen]

_ ([=2]proPsA Hodnoceni
PHI = ( e )x VtPSA
0-30 benigni onemocnéni
3040 Seda zona
nad 40 maligni nador
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1.8.3 Benigni hyperplazie prostaty

Prostata, ptidatnd muzskd pohlavni zldza, je ulozena kolem zacatku uretry, tésné
pod mocovym méchyiem. Uretra rozd€luje prostatu na pfedni mensi preuretralni ¢ast a zadni
vEtsi retrouretralni ¢ast. Na zadni strané uretry usti dva ductuli ejaculatorii a 15-30 vyvoda
prostatickych zlazek. Povrch prostaty tvoii dvouvrstvy vazivovy obal capsulae periprostatica
et propria. Prostata se sklada zhladké svaloviny, vazivového stroma a 30-50
tuboalveolarnich zlazek. Podle rizného zastoupeni vySe uvedenych slozek se rozeznava
nekolik zon prostaty: zona periurethralni (obklopuje uretru, obsahuje sliznicni zlazy), vnitini
neboli centralni (za periuretralni zénou, obsahuje submukoézni z14zy), vné€jsi neboli periferni
(obsahuje hlavni zlazy ve fibromuskuldrnim stromatu), zoéna ptechodni a preurethralni
(tvofena jen vazivem a svalovinou, bez zlazek). Zlazy jednotlivych zén jsou riizného
vyvojového piivodu [Balko et al., 2017]. Funkce prostaty je tvorba lehce alkalického sekretu
o pH kolem 7,3 obsahujici vapnikové a fosfatové ionty, Zn, kyselinu citronovou,
prostaglandiny, spermin a spermidin, Ig, ACP a PSA. Vse slouzi jednak k vyzivé spermii a
také ke zkapalnéni ejakulatu, ¢imz se usnadnuje pohyb pohlavnich bun¢k. Prostata také tvori
mechanickou ochranu spojeni ductus ejaculatorius s pars prostatica urethrae. V ¢innosti
udrzuje prostatu testosteron, ktery se zde méni na dihydrotestosteron (U¢innéjsi formu)

enzymem 5-o-reduktdzou. Primérna hmotnost prostaty je 20-35 g pfi velikosti 4x3x2 cm
[Cihak, 2013].

Benigni hyperplazie prostaty (BHP) je nezhoubné zvétSeni prostaty, pii kterém dochazi
ke zvétSovani stromalnich Zlazek. Jednd se o nejCast&js$i urologické onemocnéni muzd,
ke kterému dochazi v disledku neregulovaného hyperplastického riistu epitelidlnich a
fibromuskularnich tkéni v prechodni a periuretralni zon€ (obrazek 9) [Devlin et al., 2021].

Normadlni prostata Benigni hyperplazie prostaty (BHP)

vesica urinaria

urethra

AT
.‘"uli‘l ]

prostata

Obrazek 9 — Benigni hyperplazie prostaty
[upraveno podle https://www.urogyn.cz/benigni-hyperplazie-prostaty-diagnostika-a-
moznosti-lecby/]
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Se zvySujicim se vékem se prostata zvétSuje a méni diky hormonalnim vliviim testosteronu
a estrogenu. Dochazi k tutlaku uretry ¢i vyklenovani zvétSené prostaty do mocového
méchyte, na coz mocovy méchyt reaguje postupnou zménou slozeni své stény. Prostata
muze dosahovat az nckolikandsobku primérné hmotnosti, i pfes 200 g. V pokrocilych
stadiich mize dojit az k zastavé moceni, nevratnému poskozeni funkce mocového méchyie
a ledvin. BHP vSak nemusi vilbec nebo dlouho zpusobovat pacientovi klinické obtize.
Klinické projevy, které pacient vnima, jsou nejcastéji mikéni symptomy dolnich cest
mocovych (LUTS — low urinary tract symptoms). Jedna se zejména o obstruk¢ni ptiznaky,
mezi které patii: nahlé a casté nutkani na moceni i v noci, slaby proud moci, nutnost tlacit
pfi mikei pfes bfisni lis, pocit nedostatecného vyprazdnéni mocového méchyte, zadrzené a
prerusované moceni [Janl et al., 2022]. Je vSak nutné si uvédomit, ze piitomnost LUTS
neznamena vzdy piitomnost BHP. Nejcastéjsimi pficinami LUTS kromé BHP jsou:
prostatitida, karcinom prostaty a stavy obstrukce dolnich mocovych cest (striktura uretry a
skler6za hrdla moc¢ového méchyte). Dal§imi moznymi pfic¢inami LUTS jsou: zanéty dolnich
cest mocovych nebo pfitomnost cystolitidzy. Neodmyslitelnou soucasti vysetfeni spolu
s odebranou anamnézou, fyzikalnim vySetfenim zahrnujicim vySetfeni per rectum je
vySetieni biochemické, a to vySetfeni moci a stanoveni tPSA [Klec¢ka and Hora, 2007].

1.8.4 Karcinom prostaty

PCa je vysoce heterogenni onemocnéni, od klinicky nevyznamného az po vysoce agresivni,
kastra¢né rezistentni typ nadort [Klotz et al., 2015]. Podle Svétové zdravotnické organizace
byl karcinom prostaty v roce 2022 jiz druhym nejcastéjSim typem rakoviny u muzi
(po rakovin€ plic) a osmou pfi¢inou Umrti na rakovinu [WHO, 2024]. Incidence
standardizovana podle véku je nejvyssi v severni Evropé a nejnizsi v jizni stiedni Asii. Muzi
afrického ptivodu jsou k této nemoci nachylné€jsi ve srovnani s jinymi etniky. Mira imrtnosti
se vyrazn¢ 1isi od miry vyskytu, pfi¢emz nejvyssi hodnoty jsou v Karibiku, subsaharské
Africe a Mikronésii/Polynésii [Giona, 2021]. Zapadni zemé¢ s vys$Sim indexem lidského
rozvoje (HDI) se potykaji s obzvlasté vysokym vyskytem tohoto onemocnéni, které miize
byt zplisobeno faktory Zivotniho prostfedi a Zivotniho stylu, ale také Sir§Sim screeningem.
Na druhou stranu byla vyssi mortalita hlaSena v zemich s nizSim HDI. Trvale se zlepSujici
diagnostika a 1écba PCa zplisobuje rozdil mezi trvale rostoucim poctem diagnostikovanych
ptipadi PCa a stabilni ¢i dokonce mirn€ klesajici umrtnosti [Giona, 2021]. Podle tdaja
Nérodniho onkologického registru z roku 2023 byl v obdobi let 2017-2021 v CR stiedni vék
noveé nemocnych 69 let, 50 % pacientii bylo ve véku 64—74 let. V roce 2021 ¢inil pocet nove
zachycenych karcinomil prostaty v CR 7 751, tj. 149,8 piipadii na 100 000 muzi. Slo o 8,2%
navyseni oproti roku 2020. Umrtnost na PCa byla v roce 2021 27,6 piipadi na 100 000
muzi, jednalo se o 6,4% pokles oproti roku 2020 [Krej¢i et al., 2023].

Etiologie

Béhem poslednich dvaceti let byla provedena celd fada studii posuzujicich rizné vlivy
na vznik tohoto nadoru. Faktory ovliviiyjici vznik PCa shrnuje tabulka 4. Na prvnim misté
je uvedena pozitivni rodinnd anamnéza (vyskyt PCa u pifibuzného). Ta je spojena se
zvySenym vyskytem PCa, coz sv&d¢i o genetické predispozici (jednd se vétSinou
o jednonukleotidové polymorfismy tzv. SNP a také o mutace BRCAIL,2). U muzi
s ptibuznymi s PCa lze odhadnout jejich zvySené riziko PCa podle veku. Dédi¢ny PCa je
spojen s nastupem nemoci o Sest az sedm let diive, ale agresivita a pribéh nemoci se jinym
zpusobem nelisi. Dal§im dulezitym faktorem je vek. S rostoucim vékem se zvysuje i pocet
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zachycenych nadort. NejcCastéji je PCa zjistén u muzi ve véku 65-79 let. Vzhledem
k pomalému ristu vétSiny typt nadorti prostaty je ale u starSich pacientl také veétsi
pravdépodobnost, ze délka jejich zivota nebude PCa ovlivnéna. Nicméné se PCa mulze
vyskytnout i v mlad§im véku. Nezanedbatelnou tllohu u mnoha nadorti véetn¢ PCa ma
imunosenescence (postupné starnuti imunitniho systému). Z dalSich rizikovych faktort
vzniku PCa je potieba uvést toxicke prostedi [Kucera et al., 2020]. Podle n¢kolika studii se
jedna hlavné o vliv chlordekonu (insekticid, perzistentni organicka latka, v CR se nevyrabi
ani nepouziva), pesticidii, Bisfenolu A, tézkych kovii jako je Cd a dale také As, Zn, Mn a Sb
[Alabed Alibrahim et al., 2020; Pardo et al., 2020; Lim et al., 2019; Mezynska and Brzoska,
2018; Tse et al., 2017]. Dalsi faktory ptispivajici ke vzniku PCa se daji obecné shrnout jako
nezdravy zivotni styl [Kucera et al., 2020].

Tabulka 4 — Faktory ovliviiujici PCa
[Kucera et al, 2020]

Rizikové faktory vzniku karcinomu Cilova prevence
prostaty
Vrozend geneticka predispozice Radna vicetroviiova diagnostika:
Starnuti Vhodné krevni testy
NaruSeny imunitni systém Zobrazovaci metody
Toxické prostredi
Hormonalni dysbalance Doporuceni specialista
Stres Kontrola vystaveni stresu
Kourfeni Suplementace stopovymi prvky
Chronicky zanét Vitaminy
Nezdravy Zivotni styl Personalizovand vyZiva
Nevhodné dietni navyky Piiméfena fyzicka aktivita
Stfevni mikroflora Pre/probiotika
Abnormalni BMI (vysoce individudlni Fyziologicky BMI (vysoce individualni
parametr) parametr)
Klinicky obraz

PCa probihd velmi dlouho bez klinickych pfiznakGi a vétSinou se zjisti ndhodné
pfi preventivnim vySetieni (vySetfeni per rectum a stanoveni PSA). Klinické pfiznaky se
objevuji u pokrocilejsiho onemocnéni a jedna se vétSinou o problémy pii moceni, které Ize
jen obtizné odlisit od pfiznakl souvisejicich s BHP, dale o bolesti zad, hematurii nebo
pritomnost krve ve spermatu. Hubnuti, bledost, celkova slabost a otoky dolnich koncetin
mohou byt znamkou jiZ metastatického PCa [Capoun et al., 2022; Hradil, 2014].

Histologie

Vice nez 95 % nadort prostaty jsou adenokarcinomy. Vznikaji bud’ z epitelidlnich bun¢k
acinll (acinarni karcinom, typicky se vyskytuje v periferni oblasti prostaty) nebo fid¢eji
v periuretralnich vyvodech (duktalni karcinom). Ostatni karcinomy prostaty jsou vzacné,
napf. mucindézni karcinom a velmi vzacny sarkomatoidni karcinom. Pro urceni stupné
histologické diferenciace nadoru se pouziva Gleasonovo skore (GS). Tento systém hodnoti
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architektonické uspotadani bun¢k v nadorovych loziscich podle stupné diferenciace (G1-5).
V této stupnici znamend G1 dobra diferenciace a G5 velmi Spatna diferenciace bunék.
Protoze se v karcinomu prostaty Casto vyskytuji minimaln¢ dva typy rizné diferencovanych
okrski bun¢k, stupeni nejvice zastoupeného typu se uvede jako prvni, druhy nejvice
zastoupeny jako druhy. Hodnota GS se odviji od souctu téchto dvou stupnii diferenciace
bun¢k. Vysledkem je hodnota 2—10, kde nad 8 je jiz vysoce rizikova [Kurfiirstova and Kral,
2013]. V roce 2016 International Society of Urological Pathology (ISUP) revidovala grading
systém u PCa (tabulka 5). Jedna se o doplikové pokyny a revidovany systém klasifikace
PCa nazvany Grade Groups. Tento systém je jednodussi, s pouhymi péti stupni, 1 az 5
[Epstein et al., 2016].

Tabulka 5 — Revidovany systém klasifikace PCa Grade Groups
[upraveno podle Epstein et al, 2016]

Gleason skore ISUP Grade group
6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 4
9,10 5

cvvr

ve vétsiné pripadu sledovat s aktivnim dohledem (sledovani je vsak stdle potreba, protoze
priblizné ve 20 % pripadii je v prostaté PCa vyssiho stupné, z néhoz nebyly odebrany vzorky).
Grade group 2 (odpovida GS 7 (3+4)) - PCa s velmi dobrou prognozou jen vzacné
metastazujici.

Grade group 3 (odpovida GS 7 (4+3)) - PCa ma vyrazné horsi prognozu nez stupern 2.
Grade group 4 - PCa ma vyrazné lepsi prognozu nez stupen 5.

Grade group 5 - odstranuje potrebu rozlisovat mezi Gleasonovymi skore 4+5, 5+4 a 5+35.

Diagnostika

Stejné jako u jinych typi onkologického onemocnéni miize byt PCa spésnéji 1écen, pokud
je diagnostikovan vcas. Doporucuje se tzv. vcasna detekce u muzi nad 50 let a u muzi
nad 45 let, ktefi maji vyskyt PCa v rodinné anamnéze. Jedna se o vySetfeni prostaty per
rectum a o odbér krve na stanoveni tPSA. Diagnostika karcinomu prostaty je v soucasnosti
zalozena na tfech pilifich: panel biomarkerii prostaty, zobrazovaci techniky a histologicka
verifikace. Dal$i postup shrnuje diagnosticky algoritmus PCa navrzeny a pouzivany od roku
2021 ve FN Plzen (obrazek 10). Tento algoritmus je kazdoro¢né dopliiovan o nové poznatky
anove diagnostické postupy zavadéné do klinické praxe. Je tak zajiSté€no, ze algoritmus bude
1 nadale odrazet nejaktudlnéj$i pouzivané postupy. Jednd se o nastroj pro stratifikaci
pacienttl, staging a hodnoceni agresivity PCa tak, aby byla zajisténa spravna individualizace
lécebného procesu. V prvni linii stratifikace pacientli je diagnosticky algoritmus PCa
vytvofen pomoci tPSA a zejména PHI. Poté se pokracuje v diagnostické ceste
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prostiednictvim zobrazovacich technik a biopsie. Po zhodnoceni dvou vyse uvedenych se
pfistupuje k samotnému rozhodnuti o 1écbé [Sedlackova et al., 2021].

Diagnosticky algoritmus u suspektniho karcinomu
prostaty ve FN Plzen

PSA<4 +
PHI < 40

NEGATIVNI biopsie
+ 3T mpMRI negativni

PSA > podle véku *

PSA 2,54 + PHI> 40 | | 3T oW | -
*Vék  PSA t
(roky) cut-off

<39 2,0 ug/l
PCaGS27+ |
40-50  2,5pg/l | 31 moMRICT3 : PCaGS<7+
50-60 3,5 pg/l PCaGS28 || 37 mpMRIcT2
60-70 4,5 pg/!l
=270 6,5 g/l

PSA220 | — |  ©Ga-PSMA-11 PET/MRI ** |

>
Ga-PSMA-11 PET/MRI je v soucasné dobé preferovan ve FN Plzen,
PHI = 100 o / . N < dobé P 2 1zef
pokud neni PSMA PET k dispozici, je doporu¢ovéan *8F-cholin PET/MRI

—'| aktivni sledovani |

| ROZHODNUTI O LEZBE

Obrazek 10 — Algoritmus pro diagnostiku karcinomu prostaty
[Sedlackova et al., 2021]

Legenda: PSA — Prostaticky specificky antigen; PHI — Index zravi prostaty; 3T mpMRI —
multiparametricka magnetickd rezonance; MRI/TRUS — spojeni kontur obrazu magnetické
rezonance s transrektalnim ultrasonografickym obrazem v redlném case; GS — Gleason
skore; PET/MR — metoda vyuzivajici dvou metod v ramci jednoho pristroje — magnetickou
rezonanci (MR) a pozitronovou emisni tomografii (PET); **Ga-PSMA-11 — radiofarmakum
pouzivané pro zobrazovani PCa metodou PET.

Prvnim krokem je stratifikovat pacienty do tfi skupin podle urovni tPSA a PHI. Pokud jsou
hladiny PSA a PHI nizké, pacienti jsou hodnoceni jako benigni: budou stale sledovani a
znovu testovani, obvykle po Sesti mésicich (aktivni sledovani). Pokud je hladina tPSA
nad referenénim rozmezim pro vékovou skupinu pacienta a/nebo je hladina PHI vyssi
nez 40, druhym krokem je provedeni zobrazovacich technik. K lokalizaci 1éze, ale
1 ke zhodnoceni podrobnéjsi anatomie pted operaci, se pouziva multiparametricka
magnetickd rezonance (mpMRI). Aby se dosahlo co nejlepsich vysledkt pii histologické
verifikaci PCa, provadi se cilend biopsie prostaty (tzv. fuzni biopsie). Pomoci softwaru se
spoji kontury obrazu magnetické rezonance s transrektalnim ultrasonografickym (TRUS)
obrazem v realném case, coz dovoluje precizni odebrani vzorkd z podezielych lozisek
v prostaté. Technologie flize umoznuje kontrolovanou biopsii ve tfech rovinach. Oproti
béZznym vySetfenim se tak zvySuje moZnost zachytu i velmi malych lozisek, a navic
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a/nebo PHI nad 100, je v sou¢asnosti ve FN Plzeii preferovano provedeni ®®*Ga-PSMA-11
PET/MRI. To se provadi v ptipadech, kdy existuje silné podezieni, Ze pacient ma vysoké
riziko rozvoje PCa nebo mé lokalné¢ pokrocily PCa. Na zdkladé vysledkd histologie
hodnocenych pomoci GS a ISUP Grade group a zobrazovacich vysetieni, je zvolen vhodny
zpusob 1écby podle stadia onemocnéni [Sedlackova et al., 2021].

Mikroskopické zpracovani odebranych vzorkd je tedy zasadni pro urceni diagndzy
karcinomu a stupné jeho agresivity. Bez histologického potvrzeni diagnézy neni mozné
zahdjit ptipadnou terapii [Mottet et al., 2021].

Pro popis klinického stadia PCa (pouze pro adenokarcinomy) se pouzivd mezinarodni
klasifikace TNM (obrazek 11) [Mottet et al., 2021].

Terapie

Po zavedeni vySetieni PSA do klinické praxe v 90. letech 20. stoleti doslo ke strmému
vzestupu piipadi PCa, ktery naddle pokracuje. Terapie PCa byla po dlouhou dobu zaujata
dosti konzervativnimi nazory, které Ize strucné shrnout takto: PCa je zivot neohrozujici
onemocnéni organové specifické etiologie (spiSe nez systémové), které je charakteristické
pro seniory, a proto mize byt snadno detekovano screeningem PSA u starnouci muzské
populace s nasledovnou radikalni prostatektomii jako optimalnim pfistupem k 1écbé PCa.
V soucasnosti se odhaduje, Ze az polovina pacienti ma tzv. nizkorizikovy PCa
(nesignifikantni, indolentni), jehoZ 1écba piindsi sice kompletni odstranéni nadoru, ale také
vysoké riziko zavaznych a dlouhodobych nezadoucich t¢inkd (inkontinence, impotence,
striktura spojky) a také nemalou ekonomickou zatéz pro spolecnost. Z toho ditvodu se stale
Castéji uplatiuji tzv. konzervativni postupy (aktivni sledovani, pozorné vyckavani), které
maji za cil peclivé sledovani pacienta a zahajeni 1é¢by az v ptipadé aktivity onemocnéni PCa
[Capoun et al., 2022].

e Aktivni sledovani (active surveillance) — u mladych pacientii s nizkym rizikem;
cilem je oddalit dobu radikalni terapie s cilem zachovat kvalitu Zivota.

e Pozorné vyckavani (watchful waiting) — u pacient, ktefi jsou limitovani
pridruzenymi chorobami nebo jsou pokrogilého véku [Capoun et al., 2022].

e Radikalni 1é¢ba, mezi kterou se fadi:

Radioterapie — radikélni (s nebo bez hormonalni suprese) nebo brachyradioterapie
Chirurgicka lécba — radikalni prostatektomie s riznym operativnim pfistupem (oteviena,
laparoskopicka, roboticka), s lymfadenektomii, ptipadné nervy Setfici operacni postup
Hormonalni lécba — u metastatického hormonalné€ senzitivniho karcinomu prostaty
Chemoterapie — ptedev§im u kastra¢né rezistentniho PCa [RuSarova et al. 2019; Dvorak,
2014; Katolickd, 2013; Grepl, 2010].
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Stadia karcinomu prostaty

vesica urinaria . :
Stadium | Stadium I

: ~_ glandulae
vesiculosae

urethra

tumor

prostata

Stadium Il Stadium IV

Obrazek 11 — Klinicka stadia karcinomu prostaty
[upraveno podle https://www.symptomy.cz/nemoc/rakovina-prostaty]

Legenda: Stadium [ — ndador omezen na prostatu (T1), postihuje polovinu jednoho laloku
nebo méné (T2a),; Stadium Il — nador omezen na prostatu, miize postihovat oba laloky (T2b,
T2c); Stadium III — nador se Siri pres pouzdro prostaty (T3), mikroskopickeé postizeni hrdla
mocoveho méchyre (T3a), infiltrace semennych vacku (T3b); Stadium IV — nador postihuje
nejen semenné vacky, ale i dalsi struktury (T4), metastazy v regiondlnich miznich uzlinach
(N), vzdalené metastazy (M1).
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2 Prakticka ¢ast
2.1 Cile prace:

Tato prace si klade za cil:
1. Zjistit optimalni preanalytické podminky Anti-Miillerianského hormonu (AMH).

2. Posoudit vliv dodrzovani preanalytickych podminek na klinické vyuziti AMH a
posoudit rizika pfi jejich nedodrzeni.

3. Zjistit optimalni preanalytické podminky celkového prostatického specifického
antigenu (tPSA), jeho volné frakce (fPSA) a prekurzoru [-2]proPSA.

4. Posoudit vliv dodrzovani preanalytickych podminek na diagnostické vyuziti tPSA,
fPSA, [-2]proPSA, vypocitdvanych parametri poméru fPSA/tPSA a Indexu zdravi
prostaty (PHI) a posoudit rizika pfi jejich nedodrzeni.
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2.2 Material a metodika
2.2.1 AMH design studie

Cilem této studie bylo zjistit stabilitu AMH v biologickém materidlu pfepravovaném c¢i
skladovaném pro diagnostické a védecké ucely ve dvou typech vzorkii béhem riiznych
preanalytickych podminek (opakované rozmrazovani, rtizna teplota a doba skladovani).
Navrh studie byl pfipraven v souladu se standardnimi operacnimi postupy doporu¢ovanymi
ISBER pro testovani stability vzorkl séra nebo plazmy (tabulka 6).

Tabulka 6 - Protokol testovani stability AMH u vzorki séra a plazmy

Zacatek skladovani Cislo alikvotu R/Z cyklus Finalni skladovéni
pri pri
1 0
2 1
-80 °C 3 2 -80 °C
4 3
5 4
6 5
Zacatek skladovani Cislo alikvotu Doba skladovani Finalni skladovani
pri pri
lh
2h
RT 7-12 4h -80 °C
4°C 13-18 24 h
72 h
168 h
-20 °C 19 30d -80 °C
Legenda: RT (room  temperature) — laboratorni teplota 22 °C; cyklus R/Z

(rozmrazeni/zmrazeni) — cyklus rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné skladovani vzorku po dobu
alespon 12 hodin pri -80 °C; h — pocet hodin; d — pocet dni.

2.2.2 Skupina pacienti pro stanoveni AMH

Soubor pro tuto studii tvofilo 26 dobrovolnikil (2 muzi a 24 Zen), studentli mediciny, jejichz
prumérny veék byl 22 let (21-23 let). Minimalni pocet ucastnikli byl vypocten pomoci power
analyzy (podrobny popis v €asti 2.2.11). U zZen byly vzorky odebirany nezavisle ke dni
menstruaéniho cyklu. Zadny ze subjekti neuvedl, Ze by byl 1é¢en nebo mél v anamnéze
endokrinologické poruchy nebo poruchy plodnosti. Subjekty nebyly vylouceny na zakladé
uzivani HC.

2.2.3 Odbéry vzorki pro stanoveni AMH

Periferni krev byla odebrdna pomoci zkumavek VACUETTE® Z Serum Sep a
VACUETTE® lithiovych heparinovych (LH) plazmovych zkumavek (Greiner Bio-One,
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Kremsmiinster, Rakousko). Od kazdého ucastnika byly odebrany vzorky séra i plazmy
pomoci vakuového systému s uzavienymi zkumavkami. Vzorky byly odstiedény a sérum
nebo plazma byly odd€leny do 1 hodiny od odbéru krve. Rozmezi hodnot AMH u Zen bylo
mezi 2,10-8,91 ng/ml a u muza 14,76-17,74 ng/ml.

2.2.4 Zpracovani vzorki

Vzorky byly zpracovany podle protokolu doporu¢enym ISBER — Standardni operacni
postup (SOP) pro testovani stability vzorkd. VSechny vzorky byly rozdéleny do 19 alikvoti
se stejnym objemem 300 pl. Je dulezité, aby kazdy alikvot obsahoval stejny objem vzorku,
a aby byl pouzit stejny druh reak¢nich zkumavek, protoze nestejné objemy vzorki mohou
ovlivnit koncentraci biomarkeru v disledku absorpce nebo odpafovani [ISBER, 2015].

Jako prvni krok byla méfena hladina AMH v cerstvych (fresh) vzorcich pted jejich
zmrazenim. Nasledujici postup byl pouzit pro testovani stability biomarkeru
pfi opakovaném rozmrazovani a zmrazovani (obrazek 12). Prvnich Sest alikvotl bylo
zmrazeno na -80 °C. Alikvot ¢. 1 byl po celou dobu udrzovan pfti -80 °C. Nasledné, po 12
hodinach, byly alikvoty €. 2—6 rozmrazeny po dobu dvou hodin pfi RT a poté byly znovu
zmrazeny na -80 °C. Po nasledné 12hodinové periodé byly alikvoty ¢. 3—6 rozmrazeny a
zmrazeny stejnym zpiisobem a skladovany pii -80 °C. Po dalSich 12 hodinach byly alikvoty
¢. 4-6 rozmrazeny, znovu zmrazeny a skladovany pfti -80 °C. 12 hodin poté byly alikvoty €.
5-6 rozmrazeny a znovu zmrazeny, a nakonec pouze alikvot €. 6 byl rozmrazen a znovu
zmrazen. Vsechny alikvoty pak byly skladovany pfti -80 °C.

Stabilita pri rozmrazovani a zmrazovani

Zacdatecni teplota skladovani Finéaini teplota skiadovani

p11p22r33r4 SPS Trﬁ g

al. 1-6 —bg cyklus 0
-80 °C

g -80 °C
Rozmrazgvém’ (R) R/Z cyklus Zmrazovan/ (Z)
2hpfi RT ) 12 h pii-80 °C
E RT

Obrazek 12 — Standardni operacni postup pro testovani stability vzorki opakovanym
rozmrazovanim a zmrazovanim
[upraveno podle ISBER, 2015]
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Soucasné probihal test skladovaci stability (obrazek 13). V ¢ase t =0 h byly alikvoty ¢. 7—
12 uloZeny pti RT 22 °C a dalSich Sest alikvoti, ¢. 13—18, bylo uloZeno v lednici pti 4 °C.
V Casovych bodecht=1h,t=2h,t=4h,t=24 h,t=72 h, t = 168 h, byl jeden vzorek
ulozeny pii kazdé teploté (RT a 4 °C) prenesen do -80 °C. Alikvot ¢. 19 byl skladovan pfti
-20 °C po dobu jednoho mésice a poté byl umistén do -80 °C. Nakonec byly vSechny vzorky
ulozeny v mrazaku pii -80 °C. Tyden po ulozeni posledniho vzorku na -80 °C byly vSechny
vzorky rozmrazeny a hladina AMH byla zméfena ve vSech vzorcich najednou pomoci
chemiluminiscencniho testu Access AMH. Test je podrobnéji popsan v kapitole 2.2.10.

Stabilita skladovani

Zacatecni teplota skladovani Finalni teplota skladovani

al. 7-12 -g o rTPS pgrm p11 r12

T=0 1h 2h 4h 24h 72h 168 h

al. 13-18 ng b14b15b 16 b17b18 g
4°C 13 past -80 °C

al. 19 -5_20 °C T=0 1 mésic

Obrazek 13 — Standardni operacni postup pro testovani stability vzorku
béhem skladovani p¥i riiznych teplotiach
[upraveno podle ISBER, 2015]
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2.2.5 PSA design studie

Dalsim cilem této prace bylo zjistit stabilitu prostatickych markert v biologickém materialu
pfepravovaném a skladovaném pievazné pro diagnostické ucely ve vzorcich séra béhem
riznych preanalytickych podminek (opakované rozmrazovani, rtizna teplota a doba
skladovani). Navrh této studie byl pfipraven v souladu s SOP doporuc¢ovanymi ISBER
pro testovani stability vzorkl séra (tabulka 7).

Tabulka 7 - Protokol testovani stability PSA markert u vzorku séra

Zac4atek skladovani Cislo alikvotu R/Z cyklus Finalni skladovani
pii pii
2 1
-80 °C 3 2 -80 °C
Zacatek skladovani Cislo alikvotu Doba skladovani Finalni skladovani
pii pfi
l1h
2h
RT 4-10 4h -80 °C
6h
4°C 11-17 8h
24 h
72 h
Legenda: RT (room  temperature) — laboratorni teplota 22 °C;  cyklus R/Z

(rozmrazeni/zmrazeni) — cyklus rozmrazeni 2 h pii RT a nasledné skladovani vzorku po dobu
24 hodin pri -80 °C; h — pocet hodin, d — pocet dni.

2.2.6 Skupina pacienti pro stanoveni PSA markeru

Tato studie byla provedena v obdobi od 11/2022 do 04/2023 ve Fakultni nemocnici v Plzni.
Zatazeno bylo 45 dobrovolnikli, muzi ve véku 60-85 let (primérny vék byl 67,8). 36
pacientl mélo v diagn6ze BHP a jednalo se o odbéry krve pfi pravidelné prohlidce u urologa.
9 dobrovolnikii byly zdravé osoby, podstupujici preventivni vySetfeni. Kritériem
pro zatazeni do studie byla celkovd hodnota PSA 2-10 ng/ml, stanovena v souladu s EAU
Guidelines on Prostate Cancer [EAU Guidelines, 2023]. Charakteristiky pacienta a vychozi
hodnota prostatickych markeri, které byly stanoveny v cerstvych vzorcich, jsou uvedeny
v tabulce 8. Pacienti s PCa a polymorbidni pacienti byli z této studie vylou€eni. Vzhledem
k ptedpokladu falesné pozitivnich vysledkli byly do studie zahrnuty pouze zdravé osoby a
pacienti s BHP. Toto vedlo k moznosti sledovat a vyhodnotit faleSn€ pozitivni posun
ve vysledcich. Od vSech subjektli zapojenych do studie byl ziskdn pisemny informovany
souhlas. Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a schvalena Etickou komisi
Fakultni nemocnice Plzen a Lékaiské fakulty v Plzni Univerzity Karlovy (¢islo schvaleni
464/2022, vydano 3. listopadu 2022).
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Tabulka 8 - Charakteristika pacienti a vychozi hodnota prostatickych markeru
(Cerstvé vzorky)

Proménné Hodnota

Muzi 45
Vék (roky)

median (min — max) 71 (80-85)
tPSA (ng/ml)

median (min — max) 3.87 (2.0-9.25)
fPSA (ng/ml)

median (min — max) 1.11 (0.46-2.22)
[-2]pro-PSA (pg/ml)

median (min — max) 12.95 (6.55-28.23)
fPSA/tPSA (-)

median (min — max) 0.25 (0.17-0.44)
PHI (-)

median (min — max) 25.49 (9.98-39.51)
Objem prostaty (cm?)

median (min — max) 31.2 (16.1-78.6)
Biopsie prostaty

Ano (benigni / maligni) 36 (36/0)

Ne (ptedpoklddany zdravy) 9

2.2.7 Odbéry vzorki pro stanoveni PSA markert

Periferni krev byla odebrana pomoci zkumavek VACUETTE® CAT Serum Clot Activator
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Rakousko). Vzorky byly centrifugovany pii 1 700
otaCkach za minutu po dobu 10 minut a sérum oddéleno do 1 hodiny od odbéru krve. Kazdé
sérum bylo poté rozdéleno na 17 alikvotd po 300 ul. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.4,
je dulezité, aby kazdy alikvot obsahoval stejny objem vzorku a aby byl pouZit stejny druh
reakénich zkumavek. Nestejné objemy vzorkli mohou ovlivnit koncentraci biomarkeru
v disledku absorpce nebo odpafovani [ISBER, 2015].

2.2.8 Zpracovani vzorki

Vzorky byly podrobeny riznym preanalytickym podminkdm podle upraveného protokolu
ISBER.

Nejprve byla méfena hladina biomarkert tPSA, fPSA a [-2]proPSA v cCerstvych alikvotech
¢. 1 pted jejich zmrazenim. Koncentrace tPSA ve vzorcich Cerstvého séra se pohybovaly
v rozmezi 2,01-9,25 ng/ml, koncentrace fPSA ve vzorcich Cerstvého séra byly mezi 0,46—
2,22 ng/ml a pro [-2]proPSA byly zméfeny koncentrace ve vzorcich Cerstvého séra mezi
6,55-28,63 pg/ml. Z téchto hodnot se nasledné vypocital pomér fPSA/tPSA (0,17-0,44) a
PHI (9,98-39,51).

Alikvoty €. 2 a €. 3 byly pouZity pro testovani stability pfi rozmrazovani a zmrazovani. Oba
alikvoty byly vloZeny do mrazaku a udrzovany po dobu 24 hodin pti -80 °C. Po 24 hodinach
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byly alikvoty €. 2 a €. 3 rozmrazeny po dobu dvou hodin ptfi RT a poté znovu zmrazeny
pii -80 °C. Po 48 hodinach se alikvot ¢. 3 rozmrazil po dobu dvou hodin pfi RT a poté se
znovu zmrazil pti -80 °C. Metodika testovani stability pii rozmrazovani a zmrazovani je
zobrazena na obrazku 14.

Stabilita skladovani byla testovana pti RT a pfi 4 °C. V case t =0 h byly alikvoty ¢. 4-10
ulozeny pii RT a dalSich sedm alikvoti (€. 11-17) bylo ulozeno v lednici pii 4 °C.
V casovych bodecht=1h,t=2h,t=4h,t=6h,t=8 h,t=24hat=72h, byl jeden
alikvot ulozeny pii kazdé teploté (RT a 4 °C) prenesen do -80 °C. Nakonec byly vSechny
alikvoty ulozeny v mrazaku pfi -80 °C (obrazek 14). Tyden po ulozeni posledniho alikvotu
na -80 °C byly vSechny vzorky rozmrazeny a hladina tPSA, fPSA a [-2]proPSA zméiena ve
vSech vzorcich najednou pomoci chemiluminiscenénich testu Access PSA, fPSA a
[-2]proPSA. Test je podrobnéji popsan v kapitole 2.2.10.

Stabilita pFfi rozmrazovani a zmrazovani

80 °C
Rozmrazovani (R) R/Z cyklus Zmrazovan( (Z)
2hpfiRT 24 h pfi-80 °C
r 2 p 3
al. 2-3 -»g \cyklus 1 2 \

5
al. 4-10 ‘gRT rr rDGrWrDB ‘-}9 rb"og
‘T=0 1h 2h 4h 6h 8h 24h 72h

al. 11-17 -bg Lec L 11L’12L>13‘->14L>15 L>16 LM?

-80 °C

Stabilita skladovani

Obrazek 14 — Standardni operacni postup pro testovani stability vzorka
béhem skladovani p¥i riznych teplotiach
[upraveno podle ISBER, 2015]
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2.2.9 Analyza vzorki
AMH

Hladiny AMH byly méfeny pomoci chemiluminiscen¢niho testu Access AMH (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) s limitem detekce (LOD) < 0,02 ng/ml a limitem kvantifikace
(LOQ) <£0,08 ng/ml pro kvantitativni stanoveni hladiny AMH v lidském séru a plazmé. Test
je simultanni jednokrokovy sendvi¢ovy imunotest vyuzivajici par mysich monoklonalnich
protilatek rozpoznavajicich celkovy AMH [Groome et al., 2011]. Jako zachytna protilatka
byla pouzita F2B/12H potahujici paramagnetické Castice a jako detekcni protilatka byla
pouzita F2B/7A konjugovana s alkalickou fosfatazou [Demirdjian et al., 2016]. VSechna
méieni byla provedena pomoci systému UniCel® DxI 800 Immunoassay System (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) (obrazek 15).

Prostatické markery

Vsechny analyzy byly provedeny pomoci chemiluminiscenénich souprav ACCESS
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), a to Access Hybritech PSA (analyticka citlivost <0,008
ng/ml, celkova neptesnost < 7 %); Access Hybritech free PSA (analyticka citlivost < 0,005
ng/ml, celkové neptesnost < 7 %); Access Hybritech [-2]proPSA (analyticka citlivost < 0,5
pg/ml, celkova nepiesnost < 10 %). Pro vSechna méteni byl pouzit Immunoassay System
UniCel® DxI 800 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) (obrazek 15). Méteni byla provedena
v souladu s pokyny vyrobce [Beckman Coulter, 2022; Beckman Coulter, 2020].

Index zdravi prostaty byl vypocitan pomoci nasledujiciho vzorce:

[—2]proPSA

PHI =
( fPSA

)xm
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Obrazek 15 — Pristroj na chemiluminiscen¢ni imunoanalyzu - UniCel DxI 800 Access
Immunoassay System
[foceno Oddéleni imunochemické diagnostiky FN Plzen, 2023]
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2.2.10 Princip pouzité imunoanalytické metody

Pro analyzu vSech vzorkl byla pouzita metoda chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA).
Obecn¢ jde o analytickou metodu, kterda kombinuje chemiluminiscencni techniku
s imunochemickou reakci. Vyhody této metody jsou vysoka citlivost, Siroky rozsah linearity
detekce, dobra specifi¢nost, Siroka $kéla aplikaci a nizkd koncentrace analytu [Safar¢ik et
al., 2018].

Luminiscence je samovolné vyzatovani fotoni luminoforem (pevna nebo kapalna latka).
Chemiluminiscencni metody vyuzivaji jako luminofory rizné latky, které jsou k produkci
svételného zéafeni iniciovany na zdkladé pribéhu chemické reakce. Produkce svétla
chemickou reakci je Casové omezena a je proto nezbytné, aby méfeni probéhlo v urcitém
definovaném okamziku. Mezi luminiscentni latky patii napt. luminol, izoluminol, lucigenin,
sulfonamidy nebo estery akridinovych barviv. K métfeni luminiscence se pouzivaji pfistroje
nazvané luminometry, které méfi pouze svétlo produkované luminoforem. Luminiscence
umoziiuje detekei latek v koncentraci do 10°'® mol/l [Bartos et al., 2013].

Pii chemiluminiscencni imunoanalyze se dale vyuzivaji protilatky reagujici s danym
antigenem, které jsou specidlné oznacené. Vyuzivaji se tfi riizné systémy znaceni podle
mechanismu emise svétla: chemicka latka ptfimo zapojena do reakce svételné emise (napf.
akridiumester), enzymové katalyzovana svételna emisni reakce (vyuziti enzymu ke znaceni
protilatky napt. peroxidaza a alkalické fosfatdza (ALP)) a redoxni reakce zprostfedkovana
svételnou emisni reakci (napt. ruthenium tris-bipyridin) [Bartos et al., 2013].

Vyhody CLIA lze zvysit pouzitim magnetickych kulicek jako pevné platformy, ktera
zlepSuje separaci nenavazanych Cinidel [Safarcik et al., 2018].

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA)

Test Access AMH je simultanni jednokrokovy imunoenzymaticky ,,sendviovy* test.
Dochazi k reakci mezi dvéma monoklondlnimi protilitkami a dvéma epitopy (oblast
antigenu, na kterou se vazi protilatky) analytu (antigenu). Jedna protilatka je vazana
na magnetickych c¢asticich, druhd na sobé nese ALP. Po inkubaci v reakéni nadobé jsou
materidly navazané na pevnou fazi drzeny v magnetickém poli, zatimco nenavazané
materidly jsou vymyty. Poté se k reakci pfidd chemiluminiscen¢ni substrat.
Pii enzymatickém Stépeni fosfatové skupiny chemiluminiscenéniho substratu se tato
sloucenina destabilizuje a rozklada, pfi ¢emzZ dojde k emisi svétla. Po probéhnuti reakce
s ALP se provede luminometrické méteni svétla generované touto reakci luminometrem
(obrazek 16). Svétlo, které tato reakce vytvoii, je pfimo umeérné koncentraci AMH
ve vzorku. MnoZstvi analytu ve vzorku se stanovi z uloZené vicebodové kalibraéni kiivky
[Pearson et al., 2016].

Test Access Hybritech PSA je dvoumistny imunoenzymaticky "sendviCovy" test. Princip
stanoveni je stejny jako vySe popsané stanoveni AMH. Pouzité protilatky jsou mysi
proti PSA, jedna protilatka je vdzana na magnetickych ¢asticich, druhd na sob¢é nese ALP.
Jako chemiluminiscenc¢ni substrat se pouziva Lumi-Phos** 530 a svétlo generované reakci
se méfi luminometrem (obrazek 16). Produkce svétla je imérné koncentraci PSA ve vzorku.
Mnozstvi analytu ve vzorku se stanovi z uloZené vicebodové kalibraéni kiivky [Vignati and
Giovanelli, 2007].
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Stejnym se zplisobem se postupuje pii stanoveni fPSA a [-2]proPSA.

@ PRCDUKT

PROTILATKA
ANTIGEN

ZACHYCENA
PROTILATKA

MAGNETICKA
KULICKA

Obrazek 16 — Princip chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy
[upraveno podle https://postudium.cz/mod/book/tool/print/index.php?id=5374]

2.2.11 Statisticka analyza ziskanych dat
AMH

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci softwaru SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). VSechny grafy byly konstruovany pomoci SW STATISTICA (StatSoft, Inc., Tulsa,
OK, USA).

Nejprve byla provedena analyza velikosti vzorku. Minimalni pocet G¢astnikli poZadovany
pro vyznamnost byl vypocitan jako 21 (pouze Zeny) na zakladé testu ekvivalence s limitem
tolerance +/- 0,30 ng/mL a testovaci silou 90%.

Pro méfené parametry byl vypocten primér, stfedni hodnota, smerodatnd odchylka (SD),
rozptyl, mezikvartilni rozmezi, minimum a maximum.

K posouzeni ekvivalence AMH mezi pocateCni a testovanou hodnotou byl pouzit test
ekvivalence (parovy design) s pouzitim dvou jednostrannych testii. P-hodnota mensi nez
0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou. Rozdil hodnot AMH v séru a plazmé v Case
t = 0 byl testovdn pomoci Wilcoxon Two-Sample Test. Progrese parametri v ¢ase byla
testovana pomoci Friedman ANOVA. Zmény ve zkoumanych parametrech v ¢ase a mezi
skupinami byly testovany pomoci Parametric Repeated ANOVA a také klasickou analyzou
rozptylu (opakovany design).
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PSA

Vsechny statistické testy a grafické analyzy byly provedeny pomoci programu MATLAB,
V. R2007b (The MathWorks, Inc., Natick, MA, USA). Data obsahuji odlehlé¢ hodnoty, které¢
by zkreslovaly stfedni hodnoty a smérodatné odchylky. K eliminaci téchto jevi byly zvoleny
neparametrické testy. Data jsou popsana pomoci stfedni hodnoty, 10% kvantilu a 90%

vvvvvv

pacientli ve zkoumaném souboru.

Za tUCelem optimalniho grafického zobrazeni a lepsi porovnatelnosti stability mezi
jednotlivymi biomarkery v Case byly vypocteny relativni hodnoty nastavenim hodnoty
100 % v ¢ase t = 0. Nasledné hodnoty byly vyjadieny také v procentech. Rozdil mezi
hodnotami v ¢ase t =0 a t = T byl testovan s vyuzitim hodnot biomarkert (nikoli procent).
Hodnoty v ¢ase t = T byly testovany na rozdil proti hodnotam v ¢ase t = 0 pomoci Kruskal-
Wallis test (neparametricka verze klasického t-testu).
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3 Souhrn vysledki a jejich diskuze

3.1 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 1
Zjisténi optimdlnich preanalytickych podminek Anti-Miillerianského hormonu (AMH)
Hladiny AMH se u muza a Zen lisi [Jopling et al., 2018]. Ve veku 22 let vykazuji muzi
vyznamné vyssi hodnoty AMH neZ zeny [Anderson and Su, 2020], coz se odrazilo i v této
studii. Vzorky odebrané od muzskych subjektti vykazovaly vyznamné vyssi hladiny

(obrazek 17). Avsak vzhledem k tomu, Ze je prace zamétena piedevsim na roli AMH v IVF,
byly po ptredbézné statistické analyze muzské vzorky vylouceny.

20

18 r #

16 |

12 ¢

10 t

AMH (ng/ml)

sérum plazma

Obrazek 17 — Rozdil v distribuci po¢atec¢nich hodnot AMH v séru a v plazmé
ve vzorcich Zen a muzi

Legenda: boxy predstavuji + smérodatnou odchylku z priimeéru hodnot koncentraci AMH

vséru a v plazmé v case t = 0 u fresh vzorku (Cerstvych alikvotech pred zmrazenim); bilé
Ctverecky uprostied — prumer hodnot; © - odlehlé hodnoty,; * - extrémné odlehlé hodnoty.
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Zobrazené teoretické zdporné hodnoty jsou zpiisobeny tim, ze takto dohromady (muzi +
zeny) je prumér blizsi k zenam (vice pacientek), nicméné rozptyl je ovlivnén muzi, kteti maji
vyrazn¢ vyssi hodnoty (a protoze jich je ve studii malo, n = 2, jsou tato pozorovani oznaceny
za odlehlé hodnoty). V realité se totiz ziejmé nejednd o jedno Gaussovské rozdéleni, ale
jedna se o dvé Gaussovy kiivky (jedna pro zeny, druha pro muze).

Po vylouceni muzskych vzorkl bylo dale testovano pouze 24 vzorkl zenskych.

Nejprve byl stanoven rozdil v distribuci pocate¢nich hodnot (v ¢ase t = 0) AMH v séru a
v plazmé za pouziti testu o rozdilu - Wilcoxon Two Sample test. Byl prokazan statisticky
nevyznamny rozdil mezi obéma soubory (p = 0,8858) (obrazek 18). Soubory vzorkii plazmy
a séra jsou tedy mezi sebou srovnatelné.

10

AMH (ng/ml)

sérum plazma

Obrazek 18 — Rozdil v distribuci poc¢ateénich hodnot AMH v séru a v plazmé
Legenda: boxy predstavuji dolni a horni kvartil strednich hodnot koncentraci AMH v séru

a v plazmé Zen v case t = 0 u fresh vzorkui, bilé ctverecky uprostred — stiedni hodnota;
svislé usecky oznacuji rozsah hodnot.
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Cykly rozmrazovani a zmrazovani

Dalsim krokem bylo stanovit stabilitu AMH béhem rozmrazovani a zmrazovani. Aby bylo
mozno fici, zda doslo k poklesu ¢i vzestupu koncentrace analytu a o kolik, byl pouzit
Wilcoxon Two-Sample Test. Parové proménné byly definovany takto:

zména = hodnota ve vzorcich po patém cyklu rozmrazeni - hodnota ve fresh
vzorcich (v Cerstvych alikvotech pfed zmrazenim)

Vysledky testovani stability AMH rozmrazovanim a zmrazovanim ve vzorcich séra a plazmy
jsou shrnuty v tabulce 9.

Vzorky séra nevykazovaly zaddnou zménu ve stabilit¢ AMH béhem rozmrazovani a
zmrazovani (p = 0,5883), zatimco hodnoty AMH ve vzorcich plazmy ¢asem klesaly. Zde
byl prokazéan pokles koncentrace AMH po péatém cyklu rozmrazeni oproti fresh vzorku
0 2,15 % (ve stfedni hodnot¢). Podafilo se prokdzat statisticky vyznamny rozdil (p <0,0001).
Graficky vyjadfeno na obrazku 19.

Tabulka 9 - Sumarni statistiky vysledk testovani stability AMH rozmrazovanim a
zmrazovanim ve vzorcich séra a plazmy

Podminky Primér Stiredni Dolni Horni
skladovani AMH [ng/ml] hodnota kvartil kvartil
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Sérum
Fresh vzorek 5,048 5,140 3,855 6,030
Zmrazeny vzorek 4,971 5,025 3,805 5,950
R/Z cyklus 1 4,975 5,260 3,860 5,825
R/Z cyklus 2 4,936 5,100 3,920 6,060
R/Z cyklus 3 5,005 5,170 3,870 6,045
R/Z cyklus 4 5,114 5,560 3,750 6,035
R/Z cyklus 5 4,976 4,985 3,825 5,865
Plazma
Fresh vzorek 5,170 5,120 3,940 6,170
Zmrazeny vzorek 5,115 5,110 3,895 6,030
R/Z cyklus 1 5,142 5,290 3,845 6,185
R/Z cyklus 2 5,051 5,020 3,890 5,985
R/Z cyklus 3 5,102 5,220 3,925 6,110
R/Z cyklus 4 5,082 5,255 3,870 6,255
R/Z cyklus 5 4,885 5,010 3,740 5,845

Legenda: cyklus R/Z (rozmrazeni/zmrazeni) — cyklus rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné
skladovani vzorku po dobu alespon 12 hodin pri -80 °C.
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Obrazek 19 — Stabilita AMH béhem rozmrazovani a zmrazovani ve vzorcich séra a

plazmy

Legenda: graf vyjadruje primeér hodnot koncentraci AMH u Zen ve vzorcich séra a v plazmy
stanovenych po kazdém cyklu rozmrazeni/zmrazeni (R/Z). Svislé usecky oznacuji intervaly
spolehlivosti 0,95 (modré pro vzorky séra, cervené pro vzorky plazmy).
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Skladovani pii 4 °C a 22 °C

Dalsim krokem bylo stanovit stabilitu AMH ve vzorcich séra a plazmy béhem skladovani
pii 4 °C a 22 °C. Aby bylo mozno fici, zda doslo k poklesu ¢i vzestupu koncentrace analytu
a o kolik, byl pouzit Wilcoxon Two-Sample Test. Parové proménné byly definovany takto:

zména = hodnota ve vzorcich po 168 h - hodnota ve fresh vzorcich (v cerstvych
alikvotech pfed zmrazenim)

Stabilita AMH métena ve vzorcich séra skladovanych pti 4 °C zlstala nezménéna, zatimco
hladina AMH ve vzorcich plazmy skladovanych pfi stejné teploté v prubéhu ¢asu postupné
klesala (obrazek 20). Zde byl prokazan pokles koncentrace AMH ve vzorku skladovaném
168 hodin oproti fresh vzorku o 6,93 % (ve stieni hodnot€). Vysledky testovani stability
AMH ve vzorcich séra a plazmy skladovanych pti 4 °C jsou shrnuty v tabulce 10. Wilcoxon
Two-Sample Test vySel bez prikkazu statisticky vyznamného rozdilu zmény v Case (p =
0,4502) u vzorku séra. U vzorki plazmy Wilcoxon Two-Sample Test prokazal statisticky
vyznamny rozdil (p <0,001).

Tabulka 10 - Sumarni statistiky vysledkii testovani stability AMH ve vzorcich séra a
plazmy skladovanych p¥i 4 °C

Podminky Priamér Stiedni Dolni Horni
skladovani AMH [ng/ml] hodnota kvartil kvartil
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Sérum
Fresh vzorek 5,048 5,140 3,855 6,030
Cas skladovani
pii 4 °C
lh 5,019 5,155 3,765 5,950
2h 5,063 5,205 3,875 6,095
4h 5,025 5,145 3,900 6,035
24 h 4,957 5,155 3,885 5,820
72 h 4,895 4,895 3,860 5,950
168 h 4,948 5,045 3,805 5,980
Plazma
Fresh vzorek 5,170 5,120 3,940 6,170
Cas skladovani
pti 4 °C
lh 5,152 5,175 3,945 6,325
2h 5,124 5,085 3,915 6,075
4h 5,071 5,230 3,900 6,115
24 h 5,023 4,985 3,840 6,075
72 h 4,956 5,010 3,815 5,965
168 h 4,889 4,765 3,715 6,015
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Obrazek 20 — Stabilita AMH ve vzorcich séra a plazmy skladovanych pri 4 °C
Legenda: graf vyjadriuje priimer hodnot koncentraci AMH u Zen ve vzorcich séra a plazmy

skladovanych pri 4 °C. Svislé usecky oznacuji intervaly spolehlivosti 0,95 (modré pro vzorky
sera, cervené pro vzorky plazmy).
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Stabilita AMH ve vzorcich séra a plazmy skladovanych pii laboratorni teploté 22 °C se
u obou typti vzorkll v pribéhu Casu snizovala (obrazek 21). Zde byl prokazan pokles
koncentrace AMH ve vzorku skladovaném 168 hodin oproti fresh vzorku o 13,38 % u séra
a 14,84 % (oboji ve stiedni hodnoté) u plazmy. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 11.
Wilcoxon Two-Sample Test prokazal statisticky vyznamny rozdil u vzorkl séra i plazmy
(p <0,001).

Tabulka 11 - Sumarni statistiky vysledki testovani stability AMH ve vzorcich séra a
plazmy skladovanych pri 22 °C

Podminky Pramér Stredni Dolni Horni
skladovani AMH [ng/ml] hodnota kvartil kvartil
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Sérum
Fresh vzorek 5,048 5,140 3,855 6,030
Cas skladovani
pri 22 °C
lh 5,079 5,170 3,820 6,275
2h 4,884 5,005 3,915 5,985
4h 4,896 5,105 3,935 5,965
24 h 4,955 5,015 3,745 5,745
72 h 4,613 4,755 3,460 5,625
168 h 4,544 4,455 3,445 5,350
Plazma
Fresh vzorek 5,170 5,120 3,940 6,170
Cas skladovani
pii 22 °C
lh 5,131 5,135 3,945 6,105
2h 5,081 5,190 3,935 6,050
4h 4,921 4,860 3,745 5,850
24 h 4,927 4,980 3,745 5,920
72 h 4,731 4,560 3,670 5,745
168 h 4,565 4,360 3,330 5,740
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Obrazek 21 — Stabilita AMH ve vzorcich séra a plazmy skladovanych p¥i 22 °C
Legenda: graf vyjadruje primer hodnot koncentraci AMH u Zen ve vzorcich séra a plazmy

skladovanych pri 22 °C. Svislé usecky oznacuji intervaly spolehlivosti 0,95 (modré
pro vzorky séra, cervené pro vzorky plazmy).
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Pro stanoveni stability AMH ve vzorcich séra a plazmy skladovanych po dobu 30 dnt
pfi -20 °C byly parové proménné definovany takto:

zména = hodnota ve vzorcich po 30 d - hodnota ve fresh vzorcich (v cerstvych
alikvotech pfed zmrazenim)

Stabilita AMH métend ve vzorcich séra a plazmy skladovanych po dobu 30 dnii pti -20 °C
se vyznamné¢ nezmeénila. Vysledky testovani jsou shrnuty v tabulce 12. Ani jeden typ vzorku
nevykazoval zménu koncentrace AMH v ¢ase (sérum: p = 0,6584; plazma: p = 0,0599)
(obrazek 22).

Tabulka 12 - Sumarni statistiky vysledki testovani stability AMH ve vzorcich séra a
plazmy skladovanych po dobu 30 dnii p¥i -20 °C

Podminky Primér Stiedni Dolni Horni
skladovani AMH [ng/ml] hodnota kvartil kvartil
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Sérum
Fresh vzorek 5,048 5,140 3,855 6,030
30 dni skladovani 5,117 5,220 3,975 6,310
pii—20 °C
Plazma
Fresh vzorek 5,170 5,120 3,940 6,170
30 dni skladovani 5,079 4,945 3,850 6,360
pii—20 °C
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Obrazek 22 — Stabilita AMH mérena ve vzorcich séra a plazmy skladovanych
po dobu 30 dnu p¥i -20 °C

Legenda: graf vyjadruje primer hodnot koncentraci AMH u Zen ve vzorcich séra a plazmy
skladovanych po dobu 30 dnii pri -20 °C. Svislé usecky oznacuji intervaly spolehlivosti
0,95 (modré pro vzorky séra, cervené pro vzorky plazmy).
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Diskuze

AMH muze cirkulovat v krvi v riiznych izoforméch. Syntetizuje se jako preproprotein, ktery
se po prvnim Stépeni pfeméni na proprotein pro-AMH. Druhym S$tépenim vznikd
nekovalentni amino- a karboxy-termindlni dimer (AMHN, AMHC) [Pankhurst and
McLennan, 2013]. Bylo zjisténo, ze v krvi muzl i Zen se nachéazi za fyziologickych
podminek vyznamné mnozstvi jak pro-AMH, tak také AMHN a AMHC. AMHC je cast
dimeru aktivujici receptor AMHR2 [Wissing et al., 2019]. Tato studie byla provedena
pomoci komer¢niho testu s definovanymi vazebnymi charakteristikami dvojice pouzitych
protilatek [Demirdjian et al., 2016]. Vysledky studii proto musi byt vzdy posouzeny
s ohledem na charakteristiky protilatek pouzitych v testu.

V kapitole 1.7.6. je zminéna role AMH v etiopatogenezi a diagnostice PCOS. Pacientky
s timto syndromem vykazuji zvySenou piitomnost aktivni izoformy AMHN v krvi. Tato
izoforma tedy mitize byt podle nékterych autorti zodpovédna za anovulaci spojenou s PCOS.
Na poruseném poméru aktivnich/neaktivnich izoforem AMH se podileji metabolické
zmény: zvySeny BMI, zvySend hladina C-peptidu, zvySend hladina cholesterolu,
triacylglycerolu a lipoproteinti o nizké hustoté (LDL) atd. [Wissing et al., 2019]. VSechny
vyse zminéné ndlezy ovliviiuji hladinu AMH v biologickém materidlu, proto Zeny s touto
diagnézou nebyly zavzaty do studie.

Zatimco bylo obecné predpoklddano, ze se AMH uvoliluje do krevniho fecisté urcitou
konstantni rychlosti béhem menstrua¢niho cyklu, s minimdlni intraindividudlni variabilitou
[La Marca et al, 2013], nedavné publikace uvadéji kolisani hladin AMH bé&hem
menstruacniho cyklu [Melado et al., 2018; Gorkem et al., 2017; Overbeek et al., 2012].
Takové vykyvy mohou zptsobit rizné klinické problémy pti hodnoceni ovarialni rezervy
nebo podavani gonadotropinu. Tato studie je zaméfena na stanoveni stability AMH
uvolnovaného do krevniho fecisté v dobé odbéru vzorku, a proto metodika studie neni t€émito
skutecnostmi ovlivnéna. Naopak, protoze biomarker je variabilngjsi, nez se predpokladalo,
lze stabilitu biomarkeru v preanalytickych podminkdch vnimat jako dobrou zpravu
pro klinické l1ékate.

Hladiny AMH se mohou u Zen v diisledku podavani HC snizit [Bernardi et al., 2021; Hariton
et al., 2021; Landersoe et al., 2020]. Jelikoz se tato studie zamé¢fuje na koncentraci AMH
v krvi v dobé odbéru vzorku, neptfedstavuje ani tento pokles hladin AMH vyznamny
problém.

Tato studie byla zamétena na stabilitu AMH po separaci krve. Pro vylouceni vlivu bunécné
slozky (mozné proteolytické zmény), bylo sérum a plazma separovano jiz jednu hodinu
po odbéru vzorkl. Stabilita AMH ve vzorcich plné krve jiz byla popséna v literatufe.
Fleming et al. uvadi vyznamné zvySeni hladin AMH ve vzorcich plné krve, které byly
skladovany v laboratofi (20 h, 44 h a 90 h) pfi pokojové teplote (20 °C), stejn¢ jako mirné
zvySeni hladin AMH ve vzorcich plné krve uchovavané po dobu 90 hodin v lednici (4 °C).
Je zteymé, ze piicinou naristu AMH je skute¢nost, Ze nedoslo k separaci krve. To umoznilo
proteolytickym enzymim obsazenym v bunécnych slozkach plné krve Stépit molekulu
AMH, aniz by AMH klesalo. Nasledkem bylo paradoxni zvySeni koncentraci AMH. Naproti
tomu v separovanych vzorcich krve zlstala hladina AMH stabilni i pii delSim skladovani
(5 dnii pti 20 °C a poté 2 dny pii 4 °C) [Fleming et al., 2013].
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Stabilita cirkulujicich biomarkeri muze byt ovlivnéna opakovanym rozmrazovanim a
zmrazovanim [Lee et al., 2015]. Prvnim bodem, kterym se zabyva protokol stability ISBER,
je ucinek opakovaného rozmrazovani a zmrazovani na plazmatické a sérové koncentrace
daného analytu. V této studii vysledky ukazuji relativné¢ vysokou stabilitu AMH
pii opakovaném rozmrazovani a zmrazovani pro vSechny vzorky séra. Snizeni hladiny AMH
bylo prokdzano ve vzorcich plazmy po kazdém cyklu (tabulka 9, obrazek 19).

Znalost vlivu teploty a doby skladovani na dany vzorek je soucasti spravné laboratorni praxe,
proto je druhd polovina protokolu stability ISBER zamétfena na délku doby skladovani a
ruzné teplotni podminky [Pawlik-Sobecka et al., 2020]. Vzorky byly skladovany pfi riznych
teplotach a po rizné¢ dlouhou dobu. Pfi testovani stability skladovani pti 4 °C hodnoty
ve vzorcich plazmy v pritbéhu ¢asu klesaly, ale ve vzorcich séra nikoli (tabulka 10, obrazek
20). Jako nejméné vhodna pro skladovani ¢i pfipadny transport vzorka pied provedenim
analyzy se ukdzala laboratorni teplota 22 °C: statisticky vyznamny pokles AMH byl
prokazan ve vzorcich séra i plazmy poté, co byly skladovany pravé pfi laboratorni teploté
22 °C (tabulka 11, obrazek 21).

Kratkodobé skladovani (30 dni) vzorki pti -20 °C ukazalo, zZe si molekula AMH zachovala
vysokou stabilitu ve vzorcich séra i plazmy (tabulka 12, obrazek 22).
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3.2 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 2

Posouzeni viivu dodriovani preanalytickych podminek na klinické vyuZiti AMH a
posouzeni rizik p¥i jejich nedodrieni

Preanalytickd faze je dulezitou soucasti vysoce kvalitniho vystupu v kazdé laboratofi.
V poslednich letech je vénovadna znacna pozornost vlivu preanalytickych podminek
na laboratorni vysledky [Narayanan, 2000]. Kazdy den se ziskavaji miliony klinickych
vzorkl pro pouziti v diagnostickych testech, které podporuji klinické rozhodovani. Kvalita
vzorkli musi byt standardizovédna jako zakladni podminka, kterd zajisti piesné vysledky
v odebranych vzorcich [Marko-Varga et al., 2012]. Pouze vhodné biomarkery meétené
ve vzorcich adekvatni kvality mohou zlepsit diagnosticky proces a klinicky management
pacientli [Campbell et al., 2018].

Tato studie prokazala pokles koncentrace AMH ve vzorcich v priibéhu ¢asu pfi absenci
vhodnych preanalytickych podminek, a to pfi:

e delSim stani vzorku séra i plazmy pfi laboratorni teploté (22 °C)
e pii del$im stani vzorkl plazmy v lednici (4 °C)
e bchem opakovaného rozmrazovani vzorkt plazmy.

Diky témto podminkam byly naméfeny nizké koncentrace AMH na rozdil od koncentraci
metenych ve fresh vzorcich. Tyto nizké hladiny tedy neodpovidaji skutecnosti a jsou falesné
negativni.

Také Kumar et al. testovali stabilitu AMH v alikvotech 10 vzorkt séra a 10 vzork LH
plazmy béhem rtiznych podminek skladovéani a tfech cyklli opakovaného rozmrazeni a
zmrazeni po dobu 7 dnd. Ukazali, ze AMH si udrzuje stabilitu ve vzorcich séra lépe
nez ve vzorcich plazmy za riznych podminek skladovani [Kumar et al., 2010].

V této studii se klade diiraz na testovani za specifickych podminek podle SOP doporucenych
ISBER pro testovani stability vzorku [ISBER, 2015]. Tyto standardni operacni postupy
velmi efektivné kombinuji testy pro rizné podminky, které s nejvétsi pravdépodobnosti
nastanou béhem piepravy vzorku.

Pro metodiku stanoveni AMH je jiz od roku 2019 ptipraven WHO standard, jeho
implementace do praxe vSak velmi vdzne, coZ omezuje srovnani mezi jednotlivymi testy
pro stanoveni AMH [WHO, 2019]. Také je malo zndmo o endogennich a exogennich
faktorech, které ovliviiuji hladiny AMH v séru/plazmé [Moolhuijsen and Visser, 2020].
Kromé vysSe uvedeného WHO standardu také tato problematika omezuje spravnou
interpretaci hodnot AMH v klinickém prostfedi.

Stanoveni AMH se pouZziva hlavné za ucelem posouzeni funkéni ovaridlni rezervy, protoze
hladiny AMH odraZeji zasobu rostoucich folikuli, kter¢ mohou potencidlné¢ ovulovat,
viz kapitola 1.7.6. AMH je tedy v soucasné dobé vyznamnym markerem, ktery pomaha
lékaiim urcovat davku gonadotropinli pii ovaridlni stimulaci v ramci IVF. Dévka
gonadotropinti nepiimo koreluje s naméfenou hodnotou AMH. Pii falesné negativnich
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hladinach AMH miize dojit k tomu, Ze na jejich zaklad¢ stanovena davka gonadotropinti
bude pro danou zenu pftili§ vysoka, coz mize vést k nadmérné stimulaci ovaria, ke zrani
prilis velkého poctu folikula a v krajnim ptipad¢ az k vyvolani OHSS [Papaleo et al., 2016].
Z vyse uvedeného divodu vyplyva dilezitost studie stability AMH [Vrzakova et al., 2023].
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3.3 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 3

Zjisténi optimalnich preanalytickych podminek celkového prostatického specifického

antigenu (tPSA), jeho volné frakce (fPSA) a prekurzoru [-2]proPSA

Nejprve byla stanovena stabilita tPSA, fPSA a [-2]proPSA v Cerstvych alikvotech, déle
po jednom a druhém cyklu pfemrazeni na -80 °C. Nasledoval test stability pii skladovani
pfi4 °C (v lednici) a pii 22 °C (pfi pokojové, laboratorni teploté, RT). Vysledky méteni
koncentraci téchto markerti v séru vyjadiené jako primér a stfedni hodnota jsou shrnuty
v tabulkach 13 a 14.

Tabulka 13 - Sumarni statistiky vysledkii testovani stability tPSA a fPSA

Podminky Pramér Stiredni Podminky Primér Stiredni
skladovani tPSA | [ng/ml] hodnota skladovani fPSA | [ng/ml] hodnota
[ng/ml] [ng/ml]

Fresh vzorek 3,092 2,720 Fresh vzorek 0,470 0,360

R/Z cyklus 1 3,040 2,680 R/Z cyklus 1 0,450 0,330

R/Z cyklus 2 3,032 2,660 R/Z cyklus 2 0,444 0,340

Cas skladovani Cas skladovani
pii 4 °C pii 4 °C

lh 3,041 2,630 lh 0,454 0,340

2h 3,048 2,700 2h 0,448 0,340

4h 3,031 2,640 4h 0,449 0,340

6h 3,034 2,660 6h 0,446 0,320

8h 3,045 2,660 8h 0,444 0,330

24 h 3,044 2,640 24 h 0,430 0,330

72 h 3,026 2,670 72 h 0,404 0,290

Cas skladovani Cas skladovani
pii 22 °C pii 22 °C

lh 3,050 2,670 lh 0,445 0,340

2h 3,049 2,670 2h 0,454 0,350

4h 3,036 2,670 4 h 0,439 0,330

6h 3,045 2,670 6h 0,447 0,330

8h 3,038 2,660 8h 0,439 0,330

24 h 3,008 2,650 24 h 0,427 0,320

72 h 2,963 2,640 72 h 0,407 0,300

Legenda: cyklus R/Z (rozmrazeni/zmrazeni) — rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné zmrazeni
vzorku po dobu alespon 24 hodin pri -80 °C; h — pocet hodin.




Tabulka 14 - Sumarni statistiky vysledki testovani stability [-2]proPSA

Podminky skladovani | Primér Stiredni
[-2]proPSA [ng/ml] hodnota
[ng/ml]

Fresh vzorek 7,446 6,550

R/Z cyklus 1 7,481 6,650

R/Z cyklus 2 7,519 6,150

Cas skladovani
pti 4 °C

lh 7,430 6,570

2h 7,393 6,380

4h 7,433 6,400

6 h 7,316 6,100

8 h 7,436 6,180

24 h 7,515 6,960

72 h 7,737 6,830

Cas skladovani
pii 22 °C

lh 7,306 6,060

2h 7,444 6,740

4h 7,357 6,450

6h 7,295 6,460

8h 7,569 6,460

24 h 8,238 6,920

72 h 13,636 9,280

Legenda: cyklus R/Z (rozmrazeni/zmrazeni) — rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné zmrazeni
vzorku po dobu alespon 24 hodin p7i -80 °C; h — pocet hodin.

Z uvedenych vysledkt byly vypocteny relativni hodnoty nastavenim hodnoty v ¢ase t = 0
jako 100 %, také nasledné hodnoty byly vyjadiené v procentech, tzv. procenta recovery
(tabulka 15 a 16).
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Cykly rozmrazovani a zmrazovani

Vysledky testovani rozmrazovdnim a zmrazovanim jsou shrnuty v tabulce 15. Hodnoty
Cerstvych vzorki jsou uvedeny v prvnim fadku, za nimi nasleduji hodnoty procenta recovery
po 1. a 2. cyklu rozmrazovéani a zmrazovani. Profily méfeni jednotlivych markerd u kazdého
pacienta jsou uvedeny na obrazku 23.

Hodnota tPSA byla asi 0 0,8 % a 1,3 % (ve stfedni hodnot¢) nizs§i nez hodnoty zjisténé
v Cerstvych vzorcich pro 1. a 2. cyklus rozmrazeni/zmrazeni (obrdzek 23 a). Protoze se
systematicky jedna asi o 3/4 vzorki, tyto vysledky jsou statisticky vyznamné. Pokles tPSA
asi o 1 % vsSak neni vyznamny klinicky.

Hodnota fPSA byla asi o 1,5 % a 1,2 % (ve stfedni hodnotg) niz$i nez hodnoty zjisténé
v Cerstvych vzorcich pro 1. a 2. cyklus rozmrazeni/zmrazeni (obrazek 23 b). Stejné jako
v pripad¢ tPSA se systematicky jedna asi o 3/4 vzorki, jde tedy o vysledky statisticky
vyznamné. Pokles fPSA o 1,5 % vSak neni klinicky vyznamny.

Hodnota [-2]proPSA po 1. cyklu rozmrazeni/zmrazeni byla asi 0 0,9 % (ve stfedni hodnot¢)
niz8i nez jeho hodnota v Cerstvych vzorcich (obrazek 23 c). Protoze se to tyka 67 % vzorkd,
je toto zjisténi statisticky vyznamné. Pokles [-2]proPSA o 0,9 % vSak neni klinicky
vyznamny.

Tabulka 15 - Sumarni statistiky vysledki testovani stability tPSA, fPSA a [-2]proPSA
rozmrazovanim a zmrazovanim

R/Z
cyklus tPSA fPSA [-2]proPSA
0 100,0 100,0 100,0
(fresh) (100,0-100,0) (100,0-100,0) (100,0-100,0)
1 09,2%* 08,5%* 99,1*
(93,5-101,3) (93,6-101,7) (96,2-103,8)
) 08,7%** 08,8** 100,5
(93,1-101,0) (90,1-102,7) (96,7-107,6)

Legenda: hodnoty predstavuji procento recovery namérenych biomarkeru po 1. a 2. cyklu
rozmrazeni/zmrazeni; vSechny hodnoty jsou uvedeny jako stiedni hodnoty s 10% — 90%
kvantily — uvedenymi v zavorkach; * p<0,05; **p<0,01;, ***p<0,001; cyklus R/Z
(rozmrazeni/zmrazeni) — rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné zmrazeni vzorku po dobu alespon

24 hodin pri -80 °C.
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Obrazek 23 - Stabilita tPSA, fPSA a [-2]proPSA ve vzorcich séra béhem
rozmrazovani a zmrazovani

Legenda: modra linka — jeden pacient; cerna tecka — stredni hodnota; cervena cara —
spojnice strednich hodnot; cerveny ramecek — mezikvartilové rozmezi (25 % — 50 %), slaba
Cervena cara — rozsah dat, pokud nepresahuje 1,5ndsobek mezikvartilového rozmezi;
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; R/Z — cyklus rozmrazeni/zmrazeni.
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Skladovani pii 4 °C a 22 °C

Vysledky testovani stability tPSA, fPSA a [-2]proPSA v nastavenych ¢asovych bodech
pii 4 °C a 22 °C jsou shrnuty v tabulce 16. Profily métfeni jednotlivych markert u kazdého
pacienta jsou uvedeny na obrazku 24 a 25.

Postupny pokles tPSA v procentech recovery byl pozorovan témet v kazdém casovém bodgé,
jak pti 4 °C, tak pii 22 °C (obrazek 24 a, 25 a). VétSina z téchto poklest byla statisticky
vyznamnd. Nejnizsi hodnota byla naméfena po 72 hodinach pfi teploté mistnosti a je o 3,1 %
(ve stfedni hodnot€) niz$i neZ hodnota namétena v Cerstvych vzorcich. Pokles tPSA o0 3,1 %
vSak neni klinicky vyznamny.

Byl zaznamenén také postupny pokles v procentech recovery fPSA (obrazek 24 b, 25 b).
Vétsina z téchto poklest byla statisticky vyznamna. Nejnizs§i naméfend hodnota byla v bodé
72 h pii 22 °C, a to o 10,8 % (ve stfedni hodnot€) nizs§i nez hodnota naméfena u Cerstvych
vzorkl. Tento pokles fPSA 1ze povaZovat za klinicky vyznamny.

Na rozdil od ostatnich biomarkerli byl pozorovan postupny nartist procenta recovery
[-2]proPSA. [-2]proPSA byl stabilni az do bodu 8 hodin, pokud byl udrzovan pii 4 °C. Po 8
hodinach dochézelo k postupnému nértstu procent recovery (obrazek 24 c¢). Podobny trend
byl také pozorovan u [-2]proPSA pii 22 °C se zvySenim zacinajicim jiz v bod¢ 8 hodin.
V dalsich ¢asovych bodech (24 h, 72 h) dochézelo k postupnému nérlistu procent recovery
[-2]proPSA. Po 72 h pti 22 °C byla hodnota o 30,5 % (ve stiedni hodnot¢) vyssi nez hodnota
zjisténd u cCerstvych vzorkl (obrazek 25 c). Tento rozdil je vysoce statisticky a klinicky
vyznamny.
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Tabulka 16 - Sumarni statistiky vysledku testovani stability tPSA, fPSA a [-2]proPSA
pri skladovani p¥i 4 °C a 22 °C

tPSA fPSA [-2]proPSA
Cas 4 °C 22 °C 4°C 22 °C 4°C 22 °C
Oh 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
(fresh) | (100,0-100,0) (100,0-100,0) | (100,0-100,0) (100,0-100,0) | (100,0-100,0) (100,0—100,0)
1h 99,0%** 99,1** 100,0 98,9 99,8 99,8
(94,4-103,6) (92,8-102,6) | (91,8-104,0) (92,4-103,8) | (93,9-106,5) (91,6-105,6)
2h 98,8** 99,3 98,6* 100,0 98,8 100,6
(92,8-102,9) (92,1-104,0) | (89,1-104,6) (90,8-105,9) | (95,0-106,8) (93,6-107.4)
4h 08, 1%** 98, 7** 99,1 98,1** 100,9 101,4%*
(91,3-101,7)  (92,4-102,8) | (91,2-106,1) (90,9-105,2) | (94,4-109,4) (94,3-110,2)
6h 98,9%** 98,6** 99,3* 06,2%** 100,8 100,7
(92,4-102,8) (90,9-102,1) | (89,5-103,5) (89,0-102,4) | (87,9-109,8) (90,2-109,6)
8h 98,9%*** 98,9%** 97,3%* 06,2%** 100,3 105,0%*
(90,8-101,7)  (90,5-102,8) | (88,4-104,3) (87,9-101,4) | (94,0-110,1) (92,7-115,0)
24 h 99,2%* 08, 3*** 05, 2%** 03,8%** 102,2%* 110,5%%*
(91,3-102,4)  (89,2-100,9) | (85,3-102,6) (83,6-104,0) | (96,1-111,6) (93,9—136,4)
72 h 98,5%* 06,9%** 94, 6%*** 89,2%** 104,3%%* 130,5 *%*=*
(92,4-101,9) (87,5-102,2) | (80,9-102,0) (78,2-100,0) | (96,5-114,5) (107,6-259,4)

Legenda: hodnoty predstavuji procento recovery namérenych biomarkeri v nastavenych
casovych bodech pri4 °C a 22 °C; vsechny hodnoty jsou uvedeny jako stredni hodnoty
s 10% — 90% kvantily uvedenymi v zavorkach, * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
h — hodina.
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Obrazek 24 - Stabilita tPSA, fPSA a [-2]proPSA ve vzorcich séra béhem skladovani
pri 4 °C

Legenda: modra linka — jeden pacient; cerna tecka — stredni hodnota; cervena cara —
spojnice strednich hodnot; cerveny ramecek — mezikvartilové rozmezi (25 % — 50 %), slaba
Cervend cara — rozsah dat, pokud nepresahuje 1,5nasobek mezikvartilového rozmezi;
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
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Obrazek 25 - Stabilita tPSA, fPSA a [-2]proPSA ve vzorcich séra béhem skladovani
pri 22 °C

Legenda: modra linka — jeden pacient; cerna tecka — stredni hodnota; cervena cara —
spojnice strednich hodnot; cerveny ramecek — mezikvartilové rozmezi (25 % — 50 %), slaba
Cervend cara — rozsah dat, pokud nepresahuje 1,5nasobek mezikvartilového rozmezi;
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
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Diskuze

Jak jiz bylo probrano v diskuzi vySe, viz kapitola 3.2, preanalyticka faze je velmi dilezitou
soudasti laboratorniho vySetfeni. Radi se sem i velmi ddlezita &ast, kterou je piiprava
pacienta k odbéru vzorku. Pro stanoveni prostatickych markert je obzvlasté doporucovano,
ze vzorky PSA musi byt odebrany pfed manipulacemi s prostatou, jako je napft. digitalni
rektalni vySetfeni, masaz prostaty, TRUS, biopsie prostaty. VSechny zminéné procesy
mohou zptisobit pfechodné zvyseni sérovych hladin PSA. Hladinu zvySuje i jizda na kole
nebo na koni. V ptipad¢ hrani¢niho zvyseni se doporucuje opakované méteni hladiny PSA.
Transrektalni punkéni biopsie jehlou také zplisobuje pietrvavajici zvyseni hladiny PSA,
proto se mezi punkcni biopsii jehlou a odbérem vzorku na méfeni PSA doporucuje az
Sestitydenni odstup [Fuchsova et al., 2014].

Ptitomnost PSA je omezena na cytoplazmu prostatickych acindrnich bunék a duktalniho
epitelu. Pouze nepatrné mnozstvi PSA unikne do krve, kde 1ze zméftit koncentraci mensi
nez 4 pg/l. Pro ptedstavu, v seminalni tekutin¢€ se PSA nachazi v koncentraci 0,5-5 g/l [Hori
etal., 2013]. Aby se PSA dostal do krve ve vét§i mitfe, musi ptekonat epitel prostaty a endotel
cév. Prostup je vyssi, pokud tuto bariéru narusi patologicky proces, napt. nador, zanét, BHP.

V poslednich letech je vénovdna znacna pozornost vlivu preanalytickych podminek
na laboratorni vysledky. Je dulezité znat podminky, za kterych je molekula biomarkeru
stabilni. VSechny biologické vzorky podléhaji postupné degradaci, proto je pro potieby
spravné interpretace laboratornich vysledkli nutné znéat stabilitu biomarkert, ktera je velmi
variabilni [Narayanan, 2000].

Tato studie byla zaméfena na stabilitu prostatickych biomarker ve vzorcich séra, cCili az
po separaci z plné krve. Pouziti vzorkli séra bylo v souladu s pokyny vyrobce pro
diagnostické soupravy. Aby se zabranilo vlivu bunécnych slozek (moznym proteolytickym
zménam), bylo sérum separovano do jedné hodiny po odbéru krve. Casovy limit pro
zpracovani krve byl ptivodné stanoven podle pokynti vyrobce, a to do 3 hodin od odbéru
krve [Beckman Coulter, 2022; Beckman Coulter, 2020]. Tento limit byl nakonec upraven
podle dostupné literatury. Semjonov a kol. zaznamenali vyznamné zvySeni koncentraci
[—2]proPSA ve vzorcich plné krve pfti stani vzorku pti RT za 3, 5 a 8 hodin. Doporucuji tedy
separaci krve nejpozdéji do 3 hodin po odbéru [Semjonow et al., 2010]. Igawa a kol.
doporucuji separaci séra co nejdfive, jiZz do 1 hodiny po odbéru v ptipadé plné krve, pokud
se veskera manipulace provadi pti teploté mistnosti [Igawa et al., 2014]. Piironen a kol.
zaznamenali vyznamny pokles fPSA, v priméru o 0,6 % za hodinu, po opozdéné separaci
bunééné slozky od séra [Piironen et al., 1996]. Také Forde a kol. zaznamenali pokles fPSA
010,73 % za 24 hodin a o0 11,22 % za 48 hodin ve vzorcich krve pied odstfedénim [Forde
etal., 2016].

V této studii byla testovana kratkodoba stabilita PSA markerti, postupovalo se podle
upraveného protokolu ISBER. Jde o instituci zndmou svymi odbornymi znalostmi
pii urCovani osvédcenych postupi tlozist, véetné podminek skladovéni a ptepravy [Snapes
and Simeon-Dubach, 2022]. Protokol ISBER je standardizovany ndstroj pro preanalytické
hodnoceni a tento protokol byl uspésné pouzit k testovani stability také AMH [Vrzakova et
al., 2023]. Zvoleny protokol umoznuje simultanni testovani stability béhem rozmrazovani a
zmrazovani vzorkl a stability analytti pti riiznych teplotach; v tomto ptipadé pii 4 °C a 22 °C
(RT). Jak jiz bylo zminéno, tato studie byla zamétena na podrobné testovani kratkodobé

76



stability, pii znalostech dlouhodobé stability tPSA a fPSA v hluboce zmrazenych vzorcich
séra. V literatuie lze najit prace, které se zabyvali jest¢ dlouhodobéjsi stabilitou tPSA a
fPSA. Scaramuzzino et al. stanovovali tPSA a fPSA ve vzorcich séra skladovanych
pfi -70 °C po dobu 5 let a Simanek et al. po dobu 10 let [Scaramuzzino et al., 2007; Simanek
et al., 2018]. Oba tymy zjistily dobrou stabilitu obou markert ve vzorcich séra skladovanych
pti -70 °C i po tak dlouhé dob¢ skladovani.

Soucasna studie byla provedena ve dvou krocich. V prvnim kroku byla testovana stabilita
pii rozmrazovani a zmrazovani. Bylo zjiSténo, ze vSechny biomarkery prostaty ziistaly
stabilni pii vystaveni dvéma cykliim rozmrazeni/zmrazeni (tabulka 15). Ve vysledcich byly
pozorovany urcité statisticky vyznamné zmény. Nejvyssi zména byla 1,5 % v medianu,
avSak z klinického hlediska jsou takové malé zmény nevyznamné. Lze tedy fici, Ze tPSA,
fPSA a [-2]proPSA nejsou ovlivnény opakovanym zmrazovanim vzorkl séra na -80 °C.
Piironen et al. prokazali, ze fPSA a tPSA zlstavaji stabilni i po 5 cyklech opakovaného
rozmrazovani a zmrazovani [Piironen et al., 1996].

Jako druhy krok se soucasné¢ testovala stabilita pfi dvou riiznych teplotach: 4 °C a 22 °C
(RT). Ob¢ skupiny alikvotl séra byly skladovany po dobu 1, 2, 4, 6, 8, 24 a 72 hodin.

Bylo zjisténo, ze koncentrace tPSA ve vzorcich séra ziistaly stabilni pfi skladovani pfi obou
testovanych teplotach (tabulka 16, obrazek 24 a, 25 a). Sokoll et al. podobné prokdzali
stabilni koncentraci tPSA v 8 vzorcich séra oddélenych do 2 hodin po odbéru krve a
skladovanych po dobu 4, 8, 24, 48 hodin a 1 tydne pfi teploté mistnosti a pti 4 °C [Sokoll et
al., 2002].

Co se tyka stability fPSA, byl zaznamenan postupny pokles v pribéhu casu (tabulka 16,
obrazek 24 b, 25 b). Klesajici trend fPSA je viditelny pfi obou teplotach. Nejvétsi pokles
fPSA byl pozorovan v 72. hodiné pii teploté 22 °C (10,8 %) a je jiz klinicky vyznamny. Také
nékolik studii se zaméfilo na stabilitu fPSA. Piironen et al. prokazali, Ze fPSA je méné
stabilni ve vzorcich séra, plazmy EDTA a heparinové plazmy skladovanych jak pti 4 °C, tak
pii RT, pficemz tito autoi1 definovali RT jako 30 °C. Zajimavé je, ze zjistili 4,3% pokles
sérového fPSA za den; tento pokles je vice nez Ctyfikrat vyssi nez pokles plazmatického
fPSA u lithium-heparinu a EDTA. Podle stejnych autort by vzorky séra mély byt skladovany
zmrazené, pokud nejsou analyzovany ve stejny den. Po rozmrazeni 1ze vzorky pted analyzou
skladovat maximalné 23 hodin pfi teploté 4 °C [Piironen et al., 1996]. Také Cartledge et al.
uvedli, Ze koncentrace fPSA v séru klesa jiz po 24 hodinach pfi skladovéani pii 4 °C
(p <0,01) [Cartledge et al., 1999].

Nejnovéjsim prostatickym biomarkerem je [-2]proPSA. Podle Semjonowa et al. mohou byt
vzorky séra skladovany pfi laboratorni teploté nebo teploté v chladniéce (4 °C) aZ 48 hodin
bez statisticky vyznamného zvySeni [-2]proPSA. Vzorky séra skladované po delsi dobu by
mély byt pfed testovanim na [-2]proPSA skladovany zmrazené pii -20 °C nebo nizsich
teplotdch [Semjonow et al., 2010]. Igawa et al. uvadi, ze stabilita [-2]proPSA je nizsi
nez stabilita tPSA a fPSA. Nicméné [-2]proPSA ziistava stabilni po dobu nejméné 24 hodin
jak pti 4 °C, tak pii teploté mistnosti [[gawa et al., 2014]. NaSe studie zjistila postupny nartist
[-2]proPSA pfi obou teplotach (obrazek 24 c, 25 c) jiz po 24 hodinach. Po 72 hodinach
pii RT je nartst nejen vysoce statisticky vyznamny, ale také vysoce vyznamny klinicky
(30,5 %) (tabulka 16).
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Semjonow et al. testovali dlouhodobou stabilitu [-2]proPSA ve vzorcich uchovavanych az
12 mésict pii -20 °C a -70 °C. Jejich vysledky ukazuji, Ze tento biomarker ziistava stabilni
behem dlouhodobého zmrazeni [Semjonow et al., 2010].

Kratsi izoforma proPSA oznacovana jako [-2]proPSA podle autort Hori a Mikolajczyk jiz
neni dale Stépena a predstavuje proto stabilnéjsi formu proPSA se serin-argininovym pro-
leader peptidem, ktery je pravdépodobné odolnéjsi vii¢i pilisobeni protedz. Toto mlze hrat
roli ve zvySené namétené koncentraci [-2]proPSA pii del§im skladovani jak pfi 4 °C, tak
pii RT [Hori et al., 2013; Mikolajczyk et al., 2002]. Pravdépodobné nedochdzi k uplné
degradaci molekuly, jen se zpoCatku zméni prostorova struktura tohoto proenzymu a
poodhali dalsi vazebné misto (epitop) pro protilatku, kterou je tento proenzym stanovovan.
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3.4 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 4

Posouzeni vlivu dodriovani preanalytickych podminek na diagnostické vyuZiti tPSA,
fPSA, [-2]proPSA, vypocitaivanych parametrii poméru fPSA/tPSA a Indexu zdravi
prostaty (PHI) a posouzeni rizika pii jejich nedodrZeni

Z vysledki koncentraci tPSA, fPSA a [-2]proPSA uvedenych v kapitole 3.3 byly
vypocitany parametry:

pomér fPSA/tPSA

Vypocitané hodnoty tohoto poméru vyjadiené jako primér a stfedni hodnota jsou shrnuty
v tabulce 17.

Tabulka 17 - Sumarni statistiky vysledki poméru fPSA/tPSA

Poditany parametr Pramér Stiredni
fPSA/tPSA [ng/ml] hodnota
[ng/ml]

Fresh vzorek 0,141 0,117

R/Z cyklus 1 0,139 0,109

R/Z cyklus 2 0,137 0,109

Cas skladovani
pti 4 °C

lh 0,139 0,108

2h 0,137 0,110

4h 0,139 0,108

6 h 0,137 0,108

8h 0,136 0,112

24 h 0,131 0,107

72 h 0,124 0,100

Cas skladovani
pii 22 °C

l1h 0,136 0,106

2h 0,139 0,110

4h 0,135 0,105

6 h 0,137 0,108

8h 0,135 0,108

24 h 0,133 0,101

48 h 0,129 0,102

Legenda: fPSA/tPSA — pomér volného prostatického specifického antigenu k celkovému;
fresh vzorek — pomeér fPSA/tPSA v cerstvém vzorku pred testovanim stability, cyklus R/Z
(rozmrazeni/zmrazeni) — rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné zmrazeni vzorku po dobu alespon
24 hodin pri -80 °C; h — hodina.
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PHI = ([-2]proPSA /fPSA x \tPSA)

Vypocitané hodnoty tohoto indexu vyjadiené jako primér a stiedni hodnota jsou shrnuty
v tabulce 18.

Tabulka 18 - Sumarni statistiky vysledki PHI

Pocitany parametr Praumér Stiedni
PHI [ng/ml] hodnota
[ng/ml]

Fresh vzorek 25,402 25,490
R/Z cyklus 1 25,545 25,469
R/Z cyklus 2 25,988 26,072

Cas skladovani
pti 4 °C

lh 25,490 26,423

2h 25,900 25,241

4h 25,800 24,623

6 h 25,677 25,462

8h 26,522 25,365

24 h 27,358 28,071

72 h 28,957 29,500

Cas skladovani
pri 22 °C

lh 25,523 25,126

2h 25,666 25,147

4h 25,976 25,215

6h 26,480 25,247

8h 27,661 27,358

24 h 31,789 29,411

72 h 43,915 40,506

Legenda: PHI — Index zdravi prostaty, fresh vzorek— PHI v Cerstvém vzorku pred testovanim
stability; cyklus R/Z (rozmrazeni/zmrazeni) — rozmrazeni 2 h pri RT a nasledné zmrazeni
vzorku po dobu alespon 24 hodin p7i -80 °C; h — hodina.

Cykly rozmrazovani a zmrazovdni

Vysledky testovani rozmrazovanim a zmrazovanim jsou shrnuty v tabulce 19. Hodnoty fresh
vzorkll jsou uvedeny v prvnim fadku, za nimi nasleduji hodnoty procenta recovery po 1. a
2. cyklu rozmrazovani a zmrazovani. Profily méfeni jednotlivych markerti u kazdého
pacienta jsou uvedeny na obrazku 26.

Zmeény v poméru fPSA/tPSA nebyly statisticky vyznamné (obrazek 26 a). Hodnota PHI
pro 2. cyklus rozmrazeni/zmrazeni byla asi o 2,5 % (ve stfedni hodnot¢) vyssi nez stfedni
hodnota vypocitana pro Cerstvé vzorky (obrazek 26 b, tabulka 19). Protoze toto plati pro
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60 % vzorkl, vysledky jsou statisticky vyznamné. ZvySeni PHI o 2,5 % vSak klinicky
vyznamneé neni.

Tabulka 19 - Sumarni statistiky vysledki poméru fPSA/tPSA a PHI pri testovani
stability rozmrazovanim a zmrazovanim

R/Z Pomér
cyklus fPSA/tPSA PHI
0 100,0 100,0
(fresh) (100,0-100,0) (100,0-100,0)
1 100,0 99,6
(93,8-106,2) (94,8-108,5)
) 100,0 102,5*
(89,8-106,3) (96,1-113,1)

Legenda: hodnoty predstavuji procento recovery namérenych biomarkeri po 1. a 2. cyklu
rozmrazeni/zmrazeni;, vSechny hodnoty jsou uvedeny jako stiedni hodnoty s 10% — 90%
kvantily uvedenymi v zavorkach, * p<0,05.
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Stabilita p¥i skladovani pii 4 °C a 22 °C

Procento recovery poméru fPSA/tPSA a PHI v nastavenych ¢asovych bodech pii 4 °C a
22 °C je shrnuto v tabulce 20. Profily méfeni jednotlivych parametrti u kazdého pacienta
jsou uvedeny na obrazku 27 a 28.

Tabulka 20 - Sumarni statistiky vysledku testovani pri skladovani p¥i 4 °C a 22 °C

Pomér fPSA/tPSA PHI
Cas 4°C 22 °C 4°C 22 °C
Oh 100,0 100,0 100,0 100,0
(fresh) | (100,0-100,0) (100,0-100,0) | (100,0-100,0) (100,0— 100,0)
1h 100,0 1005 1003 1005
(92,9-109,3)  (94,3-109,8) | (92,2-111,3)  (90,1-110,1)
1 99,7 101,0 102,1 102,2
(90,6-108,7)  (92,5-109,8) | (92,6-112,6)  (89,5-109,0)
41 100,8 100,1 102,1 103,2%*
(92,0-110,5)  (91,2-108,1) | (88,0-111,9)  (90,0-117,0)
6h 99,3 98,3 102.5 104,9%*
(92,5-106,4)  (90,8-109,8) | (84,4-114,3)  (90,3-118,3)
Sh 08,7 97.3 103,7* 107,3%%*
(88,8-107,6)  (89,3-107.2) | (90,3-118,5)  (91,8-128,6)
24 h 97,0% 97.3 107, 1%%% 112,9%%%
(86,9-108,5)  (84,5-113,5) | (96,8-121,3)  (91,7-152,1)
72 h 06,3%%* 92,9%* 113,5%%% 144, 7435
(82,7-107,3)  (80,1-109,4) | (99,7-132,7)  (113,9-278.3)

Legenda: Procento recovery poméru PHI a fPSA/tPSA v nastavenych casovych bodech
pri 4 °C a 22 °C. Vsechny hodnoty jsou uvedeny jako stredni hodnoty s 10% — 90%
kvantily uvedenymi v zavorkach. Legenda: h hodina; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Procento recovery poméru fPSA/tPSA pii 4 °C zlstalo relativné stabilni az do bodu 72
hodin, kdy byl pozorovan pokles o 3,7 % (ve stfedni hodnot¢€) (obrazek 27 a). Tak maly
rozdil neni klinicky vyznamny. Pomér fPSA/tPSA pii teploté mistnosti se po 72 hodinach
snizil o 7,1 % (ve stiedni hodnot€) (obrazek 28 a). Tento nalez byl statisticky vyznamny a
1ze jej hodnotit i jako hrani¢né klinicky vyznamny.

PHI vykazoval postupné zvySovani procenta recovery pii obou teplotach. Pti 4 °C zacalo
statisticky vyznamné zvySeni v bod€ 8 hodin a stalo se hrani¢n€ klinicky vyznamnym
po 24 hodinéch, se zvySenim o 7,1 % (ve stfedni hodnot€) (obrazek 27 b). Pii 22 °C zacalo
statisticky vyznamné zvySeni v bod€ 4 hodin a stalo se hrani¢né klinicky vyznamnym v bodé
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8 hodin se zvySenim o 7,3 % (ve stiedni hodnot¢). Poc¢inaje 8. hodinou pfi teploté¢ mistnosti
byl pozorovan prudky nartist s t¢émét 50% zvysenim PHI (ve stiedni hodnoté) po 72 hodinach
(obrazek 28 b).

fPSA/tPSA [% recovery]

~
o
~

fresh vzorek 1.R/Z 2.R/Z

PHI [% recovery]
]
T

®) T

fresh vzorek 1.R/Z 2.R/Z

Obrazek 26 — Stabilita poméru fPSA/tPSA a PHI ve vzorcich séra béhem
rozmrazovani a zmrazovani

Legenda: modra linka — jeden pacient; cerna tecka — stredni hodnota; cervenda cara —
spojnice strednich hodnot; cerveny ramecek — mezikvartilové rozmezi (25 % — 50 %), slaba
Cervena cara — rozsah dat, pokud nepresahuje 1,5ndsobek mezikvartilového rozmezi;
*p< 0,05.
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0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Obrazek 28 — Stabilita poméru fPSA/tPSA a PHI ve vzorcich séra béhem skladovani
pri 22 °C

Legenda: modra linka — jeden pacient; cerna tecka — stredni hodnota; cervenda cara —
spojnice strednich hodnot; cerveny ramecek — mezikvartilové rozmezi (25 % — 50 %), slaba
Cervena cara — rozsah dat, pokud nepresahuje 1,5ndsobek mezikvartilového rozmezi;
** p<0,01; *** p<0,001.
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Diskuze

Tato cast prace se veénuje posouzeni vlivu dodrzovani preanalytickych podminek
na diagnostické vyuziti tPSA, fPSA, [-2]proPSA a vypocitdvanych parametri fPSA/tPSA a
PHI. Také se zde diskutuje posouzeni rizika pfi nedodrzeni vhodnych preanalytickych
podminek.

Bézné pouzivané méfeni tPSA v séru je dobrym diagnostickym nastrojem PCa, které vedlo
ke snizeni mortality. Ackoli je sérovy tPSA uziteCnym indikatorem PCa, jeho pouha
pfitomnost neni pro PCa specifickd a zvySené hodnoty tPSA lze pozorovat také
u nemalignich stavii spojenych s BHP nebo prostatitidou. Pouziti tPSA jako biomarkeru
proto miize vést ke zbytecnym biopsiim pro falesné¢ pozitivni vysledky [Loeb and Catalona,
2014]. V prub¢hu let bylo objeveno nékolik dalsich molekuldrnich forem PSA (viz. kapitola
1.8.1.), z nichz nékteré jsou specifictéjsi pro PCa. Jedna se predevsim o fPSA a [-2]proPSA,
ze kterych se pocitaji parametry fPSA/tPSA a PHI.

U prvniho z vypocitdvanych parametrti fPSA/tPSA bylo prokazéno, Zze pomér fPSA/tPSA
vyznamné zlepSuje diferencialné diagnostické odliseni PCa od benignich onemocnéni
prostaty. Pokud je tento pomér vyssi nez 0,25, jedna se o benigni onemocnéni. Naopak,
pokud je tento pomér mensi nez 0,15, je zde zvysené riziko maligniho nadoru [Jung et al.,
2000]. Je tedy vhodné rozsifit vySetieni o dalsi diagnostické metody [Sedlackova et al.,
2021].

V soucasné dobé se pouziva jako soucast PSA panelu pii diagnostice PCa PHI. Protoze
se jednd o matematicky model (vyvinuty firmou Beckman Coulter), ktery pro vypocet
vyuziva stanoveni koncentraci tii prostatickych marker, maji znalosti stability téchto
molekul velkou dulezitost. Podle studii celé fady zahrani¢nich i ¢eskych autori PHI dobie
koreluje s histologii PCa, tzv. Gleason skore, ktery hodnoti stupenn diferenciace nadort
prostaty. Stanoveni PHI zvySuje klinickou specificitu detekce PCa, umoziiuje piesnéjsi
zhodnoceni rizika pro jednotlivého pacienta a snizeni poctu biopsii a rebiopsii prostaty
[Anyango et al., 2021; Fan et al., 2021; Barisiene et al., 2020; Fuchsova et al., 2015].

ProtoZe se stanoveni prostatickych biomarkert pouZiva jako jeden z nastrojii pro stanoveni
diagnozy PCa, mohou falesné vysoké nebo nizké hodnoty ovlivnit 1€kate pti stanovovani
spravné diagndzy nebo vhodné terapie. O 1é€bé je rozhodovano na zékladé méfeni
biomarkert prostaty v kombinaci s vysledky biopsie a zobrazovacimi metodami [Sedlackova
et al., 2021]. Je proto nesmirné¢ dilezité znat preanalytické podminky jednotlivych
prostatickych markerti, aby bylo mozné ucinit spravna rozhodnuti. Kritéria pro zatazeni
do studie byla stanovena v souladu s EAU Guidelines on Cancer Prostate. Smérnice EAU
zminuji uzitenost méfeni [-2]proPSA a dal$i hodnotu vypoctu PHI pii snaze zlepsit
predikce tykajici se klinicky vyznamného PCa u muzii s hodnotami tPSA mezi 2—10 ng/ml
[EAU Guidelines, 2023]. Zdravi jedinci a pacienti s BHP byli proto zahrnuti za piedpokladu,
ze méli zakladni hodnoty tPSA v téchto rozmezich. Podle vysledkl uvedenych v této praci
a také vysledku z literatury je hlavnim problémem nestability prostatickych markert vyssi
pravdépodobnost faleSné pozitivity na zakladé méteni [-2]proPSA a néasledného vypoctu
PHI. Do studie proto byli zahrnuti zdravi jedinci a pacienti s BHP a vylouceni pacienti s PCa.
Toto poskytlo pftilezitost pozorovat a vyhodnotit zkresleni smeérem k fale$né pozitivnim
vysledkiim, které jsou dané namétenim vyssich hodnot.
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Jak jiz bylo uvedeno v ptfedchozi kapitole 3.3, v této studii byla prokazana velka stabilita
vSech prostatickych biomarkert pfi vystaveni jednomu nebo dvéma cyklim rozmrazovani.
Lze tedy fici, ze ani oba pocitané parametry fPSA/tPSA a PHI nejsou opakovanym
pfemrazenim vzorkl séra na -80 °C nijak ovlivnény (obrazek 26 a, b).

Jind situace nastala pii skladovani pii 4 °C, kdy dochézelo k postupnému snizovani fPSA a
naopak ke zvySovani [-2]proPSA ve vzorcich séra. Pii skladovani téchto vzorkt pii teploté
22 °C jsou hodnoty téchto dvou biomarkert jesté vice zménény. Pokles fPSA mé za nasledek
niz§i pomér fPSA/tPSA (obrazek 27 a, 28 a). Protoze u prvniho pocitaného parametru
fPSA/tPSA se snizujici se hodnotou tohoto poméru se zvySuje pravdépodobnost maligniho
tumoru [Jung et al., 2000], maze vést dlouhodobé skladovani vzorkl séra pfi této teplote
k faleSné¢ nizkému pomeéru. Také na druhy pocitany parametr PHI maji velky vliv
koncentrace fPSA a [-2]proPSA, tedy mén¢ stabilni biomarkery. Protoze je v tomto indexu
[—2]proPSA v poméru k fPSA, dochazi pii zvySeni [-2]proPSA a souc¢asném sniZeni fPSA
zakonité ke zvyseni celého PHI. A to dokonce nad 40 ng/ml (40,506 ve stfedni hodnoté
vzorkl pacientd v nasi studii), coz je cut-off hodnota. Jedna se tedy o falesné pozitivni
vysledek s faleSnym rizikem PCa.

Cartledge et al. uvadéji, ze koncentrace fPSA v séru klesa jiz po 24 hodinach pii 4 °C
(p <0,01), coz ma za nasledek vliv na pomér fPSA/tPSA. Jak jiz bylo zminéno v kapitole
1.8.2, stanoveni tohoto poméru se pouziva pro diferencialni diagnostiku PCa a BHP [Hou et
al., 2020; Cartledge et al., 1999]. Vzhledem k tomu, ze agresivni formy rakoviny prostaty
jsou spojeny s niz§im pomérem fPSA/tPSA, mohou tyto vysledky vést k provedeni zbyte¢né
biopsie. Vyse zminéna studie Sokolla et al. také zkoumala vliv stability tPSA a fPSA
na vypocitany pomér. U vzorkl séra prokézali pokles fPSA v pribchu casu a tim vliv
na % fPSA ve vzorcich séra jak pti RT, tak pti 4 °C. Autoti vyhodnotili tento pokles jako
priblizné 5% v ¢ase 4 hodin, 5-10% v ¢ase 24 hodin a 20-30% po 1 tydnu [Sokoll et al.,
2002].

PHI je matematicky vzorec pro hodnoceni vysledkii biomarkert prostaty stanovenych v séru
a vznikl ve snaze zvysit efektivitu diagnostického procesu [Anyango et al., 2021]. Jelikoz se
jedna o vypocitany index, ktery vyuzivd vSechny méfené parametry (tPSA, fPSA,
[-2]proPSA), jakakoliv zména kteréhokoli z nich jej mize ovlivnit. Pokud tedy dojde
ke sniZzeni fPSA a zvySeni [-2]proPSA v disledku nedodrZeni spravnych preanalytickych
podminek, mize byt PHI v diisledku toho vyssi. Tato skute¢nost byla prokazana v této studii,
PHI se v pribéhu ¢asu postupné zvySoval (obrazek 27 b, 28 b). V nékterych individualnich
ptipadech, pti 4 °C a zejména pti RT, byl pozorovan dramaticky nartist hodnot PHI. Nartst
PHI byl v nékterych ptipadech tak vyznamny, Ze mohl vést nejen k faleSné pozitivnimu
zaveéru o pritomnosti PCa, ale mohl byt dokonce povazovan za znadmku pokrocilého PCa
s moznosti metastaz. Nejextrémnéjsi vysledek byl pozorovan u pacienta, ktery je v péci FN
pres 10 let. Pocate¢ni hodnoty u tohoto pacienta byly: tPSA = 7,90 ng/ml a PHI = 29,7. Pti
22 °C (RT) ztstala hodnota tPSA stabilni (po 24 h tPSA = 7,97 ng/ml; po 72 h tPSA = §,12
ng/ml). Mirny pokles fPSA a vyznamny nartst [—2]proPSA vSak zpiisobily dramaticky
nartst PHI (po 24 h PHI = 68,4; po 72 h PHI = 167). Paradoxn¢ tento pacient podstoupil
biopsii tfikrat pii dlouhodobém aktivnim sledovani a vysledky byly vzdy negativni.
Na zakladé této zkuSenosti je mozno tvrdit, Ze v pfipadé podezieni na nespravnou skladovaci
teplotu (napf. pfi prepraveé vzorkd séra) by méla byt krev vzdy znovu odebrana. Tento
problém je zminén i v literatufe. Igawa et al. hledali optimalni preanalytické podminky
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pro tPSA, fPSA a [-2]proPSA a zjistovali jejich vliv na PHI. Zjistili, Ze hodnota PHI je
nejvice ovlivnéna hodnotou [—2]proPSA, ktera se postupem Casu zvysila, a fPSA, ktera se
snizila. U vzorkl séra doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni hodnoty PHI jiz po 3 h,
témet o 10 % pii 22 °C (RT) a po 24 h pfi teploté 4 °C [Igawa et al., 2014].
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4 Zavéry
4.1 Zavéry vztahujici se k cili 1

Zjisténi optimdlnich preanalytickych podminek Anti-Miillerianského hormonu (AMH)

Vysledky v predkladané praci prokazaly, ze koncentrace AMH v riiznych preanalytickych
podminkach ziistavaji pomérné stabilni. Nejvice stabilni byly vzorky séra skladované pii
-20 °C, a také pti 4 °C. Nejmensi stabilitu vykazovala skupina vzorkid plazmy a séra, které
byly skladované pti 22 °C. Druhou nejméné stabilni skupinou se jevily vzorky plazmy
pfi opakovaném rozmrazovani a skladovani pii 4 °C.

Na zékladé této studie je mozno vydat doporuceni pro laboratote:

e typ vzorku sérum (i pfesto, ze je mozné dle vyrobce diagnostickych souprav pouzivat
plazmu)

e transport vzorki do laboratoie pti 4 °C

e separace z plné krve do 8 h (do konce smény)

e skladovani vzorki pfi -20 °C

e vzorky maximalné 2x rozmrazit.

AMH je bézné€ pouzivany biomarker v klinické praxi a na zakladé jeho méfeni jsou pfijimana
dilezitd rozhodnuti. Bohuzel znalost jeho biologické variability a obezndmenost se vSemi
jeho izoformami a jejich jednotlivymi funkcemi neni Giplna. Studie stability molekuly AMH
jsou proto o to dilezitéjsi, 1 kdyz jsou provadény s vySe uvedenymi omezenimi.
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4.2 Zavéry vztahujici se k cili 2

Posouzeni vlivu dodriovani preanalytickych podminek na klinické vyuZiti AMH a
posouzeni rigik pii jejich nedodrZeni

Tato studie ukéazala, ze pokles koncentrace AMH v pribéhu casu pii absenci vhodnych
preanalytickych podminek muze vést k naméteni nizkych koncentraci AMH ve vzorcich
séra i plazmy, které neodpovidaji skutecnosti.

vvvvvv

odpovédi na IVF a volbu spravného protokolu — zaklad spésného oplodnéni [Moolhuijsen
and Visser, 2020]. Fale$n¢ nizké hladiny AMH mohou vést ke stimulaci vy$§imi ddvkami
gonadotropinil nez by bylo pro danou Zenu optimalni, coz maze vést k hyperstimulaci a
v krajnim pfipad¢ k vyvolani OHSS jako zavazné komplikace.
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4.3 Zavéry vztahujici se k cili 3

Zjisténi optimalnich preanalytickych podminek celkového prostatického specifického
antigenu (tPSA), jeho volné frakce (fPSA) a prekurzoru [—2]proPSA

Tato studie prokazala vysokou stabilitu tPSA za riznych zatézovych podminek, naopak
stabilita fPSA 1 [—2]proPSA se ukazala jako niz§i. Koncentrace fPSA v Case b&hem
zatézovych podminek klesala, koncentrace [—2]proPSA se naopak zvySovala. Ke zvySeni
[-2]proPSA dochazi jiz po 24 hodinéach. Protoze se pii vypoctu PHI pouziva [-2]proPSA,
kazdé zvySeni ovlivni kone¢nou hodnotu tohoto indexu. VSechny zvySené hodnoty
[-2]proPSA by tedy mély byt vzdy peclivé vyhodnoceny.

Z vysledkl této prace vyplyva: pokud se vzorek dostane do laboratofe az druhy den
po nabéru a je podezieni, ze nebyl uchovavan v chladu pii 4 °C, existuje zde realné riziko
faleSn¢ pozitivnich (v ptipadé [—2]proPSA) nebo faleSn¢ negativnich (v pfipadé¢ fPSA)
vysledkd.

Na zékladé této studie je mozno vydat doporuceni pro laboratote:

e transport vzorki do laboratoie pti 4 °C
e separace z plné krve do 8 h (do konce smény)
e skladovani vzorka pti -20 °C.

Pokud nejsou dodrzeny tyto podminky hlavné pro stanoveni [-2]proPSA, je nutné pozadat
o novy odbér vzorku.
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4.4 Zavéry vztahujici se k cili 4

Posouzeni vlivu dodriovani preanalytickych podminek na diagnostické vyuZiti tPSA,
fPSA, [-2]proPSA, vypocitaivanych parametrii poméru fPSA/tPSA a Indexu zdravi
prostaty (PHI) a posouzeni rizika pi¥i jejich nedodrZeni

Nedodrzeni spravnych transportnich a skladovacich podminek muze vést, jak bylo
prokdzano v kapitole 3.3, ke snizeni koncentrace fPSA a zaroven ke zvySeni koncentrace
[-2]proPSA. V disledku toho dojde k vyraznému zvyseni PHI. Hodnota PHI je tak falesné
pozitivni, coz znamena falesné vysoké riziko PCa.

Pti podezieni na PCa je pacient znovu zbytecné podroben dalsimu vySetteni: USG, MR
prostaty, biopsie (rebiopsie), kontrolni ndbéry. Béhem téchto vysetieni se mohou objevit
komplikace ¢i nezadouci uCinky, zejména pak u biopsie prostaty. Samo podezieni
na onkologické onemocnéni je spojeno s nadmérnou psychickou zatézi pacienta a jeho
rodiny.

Zabranéni over diagnostice PCa ma zcela nepochybné dopad nejen zdravotnicky a
psychologicky, ale také ekonomicky.
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4.5 Zavéry pro praxi a vyhled do budoucna

Vysledky uvedené v disertani praci ukazuji na vysokou dulezitost dodrzovani spravné
laboratorni praxe. Jde o soubor pravidel slouzici k zajisténi kvality vydavanych vysledkd.
Nedodrzeni preanalytickych podminek muze ovlivnit vysledek laboratorniho vysetteni, ten
se pak stava zavadégjici informaci pro lékaie a muze vést k nespravnému klinickému
rozhodnuti. Dalsi vyzkum v oblasti preanalytiky mize rozhodné pftispét ke zkvalitnéni
diagnosticko-1é¢ebného procesu.

V soucasné dob¢ se objevuji stale nové, specifictéjsi a citlivéjsi biomarkery, které umoziuji

vcasnou diagnostiku 1 vybeér vhodné 1écebné metody. Proto také vzrista potfeba podrobného
vyzkumu jejich vlastnosti.
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