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POVZETEK

Anti-Miillerjev hormon (v nadaljevanju AHM), je hormon, ki ga dolo¢amo za ugotavljanje
ovarijske rezerve in zamenjuje dosedaj klasi¢ne dolocitve foliklestimulirajo¢ega hormona.
Staranje jajénikov in starostne spremembe postajajo aktualna problematika. AMH ni le
oznacevalec populacije majhnih antralnih foliklov, temve¢ tudi napovednik kakovosti oocitov.

Raven AMH lahko uporabimo za oceno stopnje menopavze.

Namen diplomske naloge je bila primerjava dveh imunokemijskih metod za dolo¢anje Anti-
Miillerejega hormona in ugotovitev katera metoda daje boljse rezultate in je prijaznejSa za
uporabo v klini¢nih laboratorijih. Analizirali smo vzorce seruma 46 pacientk, ki smo jih
odvzeli v treh letih, med leti 2007 in 2010. V povprecju je bila starost pacientk 29.6 let, s
standardnim odklonom 6.1 let. S statisticnimi metodami smo ugotovili kaksna je primerljivost

rezultatov.

Encimskoimunski test ELISA je hiter ter visoko obcutljiv, uporaben pa je za ve¢je molekule,
ki imajo vsaj dva epitopa, katera se ne prekrivata. Primerjali smo metodi ELISA Beckman in
ELISA DSL. AMH se ujame na monoklonska protitelesa z vezanim biotinom, skupaj s
streptavidin peroksidazo. Antigen kompleks, ki ostane vezan na nosilec, dolo¢amo z
dodatkom kromogen substrata. Intenziteta obarvanja vzorca je proporcionalna koncentraciji

AMH.

Z imunoloS8ko metodo Beckman Coulter smo odkrili 26,08% ve¢ vzorcev s poviSano
koncentracijo AMH, z imunolosko metodo DSL pa smo odkrili 19.57% ve¢ vzorcev z
normalno vrednostjo AMH in 6.52% vec¢ vzorcev z zmanjSano vrednostjo. NajmanjSe
odstopanje med metodama se je pokazalo pri Stevilu vzorcev z zmanjSano vrednostjo AMH.
Ni bistvenega pomena katero metodo bi uporabili, vendar sem se odlocila za metodo, ki ima
manjSe koeficiente variacije pri ponovljivosti v seriji in izven serije, to je metoda ELISA
Beckman Coulter. PrijaznejSa za uporabo v kliniénem laboratoriju je metoda Beckman
Coulter, ker merimo absorbanco na eni valovni dolzini, pri metodi DSL pa merimo

absorbanco substrata na dveh valovnih dolZinah.



ABSTRACT

Determination of Anti-Miillerian hormone is important to predict an ovarian reserve.
Nowdays it replaces the follicle stimulating hormone. The aging of ovaries and the age
changes are becoming a current issue. AMH does not only predict the pool of small antral
follicles but can also be a predictor of oocite quality. The level of AMH can be used to

determine the stage of menopause.

In this paper the comparison of the two immunoassays for determination AMH was made to

find out which method gives better results and is friendlier to use in a clinical laboratory. We
analyzed the serum samples of 46 patients. The analysis was made in the time of three years,
between 2007 and 2010. The average age of the women is 29.6 years, with the standard

deviation 6.1 years. Statistical analysis was made to find out the comparability of results.

Enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) is fast and highly sensitive. We use it to detect
larger molecules with at least two epitopes, which do not overlap. We compared the
immunoassays ELISA Beckman Coulter and ELISA DSL. AMH is caught to monoclonal
antibodies labeled with biotin, together with streptavidin — peroxidase. The biotinylated
antibody binds to the solid phase antibody — antigen complex and binds the conjugate. The

intensity of the coloration is the proportional to the AMH concentration.

With immunoassay Beckman Coulter we discovered 26.08% more samples with increased
concentration of AMH, but with immunoassay DSL we discovered 19.57% more samples
with normal concentration of AMH and 6.52% more samples with decreased concentration of
AMH. The minimal deviation between the methods was shown with the number of samples
with decreased value of AMH. It is not significant which method we use, but I decided for the
method with lower coefficient of variation in repeatability inside and outside the series, this is
ELISA Beckman Coulter. The ELISA Beckman is friendlier for the use in clinical laboratory
because we determine the absorbance measurement on one wavelength, in ELISA DSL the

substrate is determined by dual wavelength absorbance measurement.



SEZNAM OKRAJSAV

ACTH - adenokortikotropni hormon

AMH — Anti — Miillerjev hormon

CRH - kortikotropin sproscujoci hormon

E2 — estradiol

EDTA - etilendiamintetraocetna kislina
ELISA — Enzyme — linked immunosorbent assay — encimsko imunski test
FSH - foliklestimulirajo¢i hormon

GnRH - gonadotropin spro$cujo¢i hormon
HIV — humani imunodeficientni virus

HRP — hrenova peroksidaza

ICSI — intracitoplazmic¢no injiciranje sperme
[UI — umetna osemenitev

IVF — zunajtelesna oploditev

IVF-ET — in vitro oploditev in prenos zarodka
LH — lutenzirajo¢i hormon

OBMP - oploditev z biomedicinsko pomoc¢jo oz. umetna oploditev
OHSS - sindrom hiperstimulacije jajénikov
PCOS — sindrom policisti¢nih jajénikov

SZO — Svetovna zdravstvena organizacija
TGFp — transformirajoc¢i rastni hormon

TMB - tetrametilbenzidin

TSH, TRH — §¢itnico stimulirajo¢i hormon



1 UVOD

Zaradi spremenjenih socialnoekonomskih razmer se v dana$njem casu zenske kasneje
odlo¢ajo za druzino. Staranje jajénikov in starostne spremembe postajajo aktualna
problematika danaSnjega Casa, saj ugotavljajo, da se v razvitih dezelah nacrtujejo prve

nosecnosti v pozni fazi rodnega obdobja. [1]

Na $tevilo otrok v druzini vplivajo razli¢ni druzbeno-ekonomski in kulturni dejavniki, prav
tako tudi tradicija. Medtem ko v nekaterih dezelah v razvoju rojevajo mlada dekleta (Tunizija,
Maroko), se v razvitih zahodnih dezelah za nosecnost odlo¢ajo cedalje starejSe zenske,
so¢asno pa v nakaterih razvitih dezelah (npr. v ZDA) naras¢a plodnost v adolescenci in

¢edalje vec parov se odloca za prostovoljno neplodnost. [2]

Tako je povprecna starost prvorodke 29.3 leta. Po 30. letu za¢ne reprodukcijska sposobnost
pocasi padati. Pri starosti zenske 25 let je moznost, da bo Zenska zanosila po 6 mesecih rednih
spolnih odnosov 75% , pri starosti 40 let pa ta moZnost drasticno pade. Vzrok za to je, da je
jajénik organ, ki se pri zenski najhitreje postara ter kromosomske nepravilnosti jajcec, pa so
prav tako posledica staranja jaj¢nika oz. jajénih celic. Poleg tega ima 40 let stara Zenska
dvakrat vecjo verjetnost za spontani splav kot 20 letna. Ve¢ je tudi zunajmaterni¢nih
nosecnosti pri starosti nad 35 let. Vse Stevilcnejse so zenske, ki iS¢ejo pomoc¢ zaradi
neplodnosti v poznih tridesetih letih. Vendar so postopki oploditve z biomedicinsko pomocjo
pri starejSih Zenskah manj uspesni kot pri mlaj$ih. Manjse je Stevilo nosec¢nosti na bolnico in
Stevilo nosecnosti na ciklus, vecja pa je tudi pojavnost spontanih splavov.
Degenerativne spremembe v jajéniku se pri¢nejo ze po 35. letu starosti, po 38. letu pa se
pojavljajo Se znamenja hormonskih sprememb (FSH, inhibin) in spremembe v
menstruacijskem ciklu. Zato se tudi plodnost zmanjsa. [1]

Prevalenca neplodnosti je v razli¢nih dezelah sveta razlicna. Pri ¢emer se moramo opirati na
razliéne vire zanesljivih in nezanesljivih informacij. Po podatkih Svetovne zdravstvene
organizacije (SZO) ima od 5 do 8% parov v razvitih in do 30% parov v razvijajocih se
dezelah, to je 50 do 80 milijonov zensk in moskih v reproduktivnem obdobju, dolo¢ene

probleme z neplodnostjo. [2]



Razvoj novih tehnologij je bistveno vplival na obravnavanje neplodnosti tako v razvitih kot
tudi v razvijajoCih se dezelah. Velik del je prispeval tudi razvoj endokrinologije. Z novimi
diagnosti¢nimi testi odkrivamo nekdaj popolnoma neugotovljive hormonske motnje, ki jih

zdravimo z na novo izoliranimi in sintetiziranimi hormoni. [2]

1.1 ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA DELOVANJA ZENSKIH SPOLNIH
ORGANOV

Zenska rodila so zgrajena tako, da tvorijo jajéeca, sprejemajo spermo in hranijo nerojenega
otroka. Zenska spolovila delimo v notranja in zunanja. Notranja spolovila v medenici so parna
jajénika (ovarium) in jajcevoda (tuba uterina) ter maternica (uterus) in noznica (vagina). Do

polne velikosti se razvijejo med 10. in 15. letom starosti. [2]

Zenska je ponavadi na vrhuncu rodnosti v poznih dvajsetih letih. Da pride do oploditve, mora
semencica, ki potuje po jajcevodu navzgor, priti v stik z jajcecem najkasneje 24 ur po tistem,
ko se je jaCece sprostilo iz jajénika. Zdrava Zzenska ima v povpreCnem mesecu 25-odstotno

moznost da zanosi. Vec€ina Zensk, ki zelijo zanositi, lahko zanosi po naravni poti v enem letu.

[2,5]

1.1.1 FIZIOLOGIJA JAJCNIKOV

Na vsaki strani maternice je za oreh velik jajénik. Ima obliko ve¢jega mandlja, vendar se
njegova velikost spreminja zlasti v odvisnosti od starosti (v starosti se manjs$a). Od samega
zaCetka zivljenja Zensko telo hrani v njih na tisoCe nezrelih jajcec (oocitov). V rodnem
obdobju se jih sprosti samo okoli $tiristo. Ta jajéeca pod vplivom luteinizirajo¢ega hormona
in folikle stimulirajo¢ega hormona dozorijo. Vsak mesec tako dozori najmanj eno jajcece in
folikel, ki ga obdaja, poc¢i (ovulacija). Po deset centimetrov dolgem jajcevodu potuje do

maternice, v kateri je sluzni¢na stena pripravljena, da ga sprejme in hrani naprej. [5]
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Pred prvo ovulacijo je jajénik gladek in roznate barve, pozneje postane bolj sivkasto roznate
barve in gréast zaradi brazgotin po ovulacijah. Ce jajéeca v jajcevodu ne oplodi semenéica, da
bi se lahko razvilo v zarodek, se sluzni¢na obloga maternice 14 dni po ovulaciji odlus¢i in
izlo¢i z menstrualno krvavitvijo. Prva menstruacija se imenuje menarha. Menstruacija se

konca v menopavzi. [5]

V jajéniku se zdruzujeta dve fizioloSko pomembni dejavnosti: rast in dozorevanje spolnih
celic in sinteza hormonov.

V skorjo so v razli¢nih razvojnih stopnjah vloZeni specifi¢ni deli jajénika, jajéni folikli. V
povrhnjem delu, neposredno pod vezivno ovojnico, so najmanj$i, primodialni ali primarni
folikli, folliculli primarii. To so okrogle tvorbe, zgrajene iz nezrelih jajénih celic, primarnih

oocitov. V premeru merijo od 20 do 50 pm. [2]

Po rojstvu vsebujejo primarni folikli deklice oocite I v profazi prve meioticne delitve in v tej
stopnji obmirujejo do pubertete. Ob ovulaciji se prva meiotska delitev konca. S staranjem se
Stevilo primarnih foliklov zmanjSuje in po 35. letu jih v preparatu Ze tezje najdemo. [5]

Zenske se rodijo z doloéenim §tevilom ovarijskih foliklov. Ze intrauterino in takoj po rojstvu
se zacne propadanje primordialnih foliklov; to propadanje pa je pospeseno po 38. letu starosti.
Takoj po rojstvu ima novorojenka v skorji obeh jajcnikov sedemsto tiso¢ do dva milijona
jajéec. V otroStvu velika koli¢ina primarnih foliklov zakrni (atrezira) in jih do zacetka
razvojne dobe ali pubertete ostane samo Se trideset do Stirideset tiso¢, od teh v rodnem
obdobju do ovulacije dozori samo S§tiristo jajéec. Do popolnega propada in degeneracije vseh

foliklov v ovariju pa pride vec let po menopavzi. [3]

Poka na povrSini jajénika se hitro zaceli v vidno brazgotino. Ker jaj¢ni folikel poci vsaki¢ na

drugem mestu, je jajénikova povrSina pokrita s Stevilnimi brazgotinami.

Od 400 000 primarnih foliklov, ki nastanejo v fetalnem obdobju razvoja ja¢nika, jih dozori v
generativnem obdobju Zenske najve¢ 400. Ostali pocasi propadejo, degenerirajo in izginejo.
Proces propadanja lahko zajame folikel na kateri koli stopnji razvoja. Atrezija se pri¢ne ze v
Casu intrauterinega razvoja deklice in se konc¢a v klimakteriju.

Celotni razvoj in dozorevanje jaj¢nih foliklov sta odvisna od cikli¢nih hormonskih sprememb.

[2]
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Staranje jaj¢nikov in starostne spremembe postajajo aktualna problematika danasnjega Casa,
saj ugotavljajo, da se v razvitih dezelah nacrtujejo prve nosecnosti v kasni fazi rodnega

obdobja.[14]

1.1.2. FIZIOLOGIJA MATERNICE

Maternica je votla miSi¢na vreca z debelo steno in sluzni¢no notranjo oblogo, endometrijem,
ki je sposobna sprejeti in hraniti oplojeno jajcece. Preden Zenska prvi¢ zanosi je maternica
hruskaste oblike, od sprednje proti zadnji strani splos¢ena. Po porodu se ne skrci na prvotno
velikost. Do pubertete raste maternica pocasi, po puberteti pa je rast hitrejSa, dobiva hruskasto
obliko in se spusti v medenico. Pri menstruaciji se maternica rahlo poveca, bolje je
prekrvavljena in zaobljena. V menopavzi postaja maternica zopet manjSa. Lega maternice se
spreminja in je odvisna od polnosti mehurja, ki je spodaj pred njo in od polnosti danke, ki je

nad njo in za njo. [2,5]

Zgradba maternice je prilagojena implantaciji in razvoju ploda. Fiziolosko pomembni plasti

sta sluznica in miSi¢na plast. [2]
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1.2. ENDOKRINI SISTEM

Telo je sestavljeno iz milijonov celic, ki imajo specialne naloge. Da celice uspesno opravijo
zadano nalogo, mora med njimi obstajati neka komunikacija. V ¢asu razvoja sta se razvila dva
osnovna sistema komuniciranja, endokrini in zivéni sistem. Aktivnost endokrinega sistema je
komplementarna aktivnosti Zivénega sistema. Zivéni sistem je namenjen predvsem za hitro,
kratkotrajno komunikacijo med posameznimi celicami. Endokrini sistem pa je namenjen dalj
Casa trajajo¢i komunikaciji med vec¢ celicami. [10]
Endokrinologija je veda o kemi¢nih komunikacijah, s pomocjo katerih organizem nadzoruje
fizioloska dogajanja, potrebna za vzdrzevanje homeostaze.
V endokrinem sistemu Zleze proizvajajo hormone, ki upravljajo razli¢ne funkcije v telesu. [8]
Pomembnejse endokrine Zleze:

° CeSerika,

e hipofiza,

e SCitnica,

e prizeljc,

e nadledvi¢na Zleza,

e trebusna slinavka,

e jajcnik,

e testis. [23]

Hormoni, tako imenovani kemic¢ni kurirji, po krvi potujejo do izbranih organov in jim
prenasajo sporo€ila, pomembna za njihovo delovanje. Pomembni so za pravilno delovanje
vsake celice po telesu, Se posebej pomembno vlogo pa igrajo v ¢asu pubertete, menstruacije,

nosecnosti in menopavze. [§]

Hipotalamus in hipofiza tvorita funkcionalno celoto, ki povezuje ziv¢ni in endokrini sistem.
Oba integracijska sistema usklajujeta delovanje posameznih organov, zagotavljata dinami¢no
ravnovesje in stalnost notranjega celi¢nega okolja ter skrbita za rast, dozorevanje in re-

produkcijo organizma. [§]
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Delovanje endokrinega sistema nadzoruje hipotalamus, ki lezi v sredis¢u mozganov in tudi
sam tvori hormone, ¢eprav sam ni zleza. Hipotalamus je pomemben predvsem pri spanju in
prebujanju, uravnavanju temperaturu, pri stresu in pri razburjenosti. Doloceni centri so odgo-

vorni za Custva, kot sta apatija in bes, drugi pa sodelujejo pri vi§jih miselnih funkcijah. [5]

1.2.1 HIPOTALAMUS

Hipotalamus ima vec¢ razredov nevronov: sinapti¢ne, ki delujejo na blizu z nevrotransmiterji,
in nevroendokrine, ki sintetizirajo in izloCajo peptide v krvni obtok in delujejo na dalec.
Nevroendokrini nevroni imajo sposobnost, da pretvarjajo zivéne impulze v hormonske
informacije, vsaka funkcija pa poteka po svojih specificnih nevronih. Izloceni hormonski
peptidi delujejo ve¢ cCasa, ker modulirajo daljSe procese in morajo vzdrZevati potrebno
sinaptiéno ucinkovitost in vzdrazljivost nevronov. Vplivajo na mnoge kompleksnejSe
dejavnosti organizma, kot na primer na razpoloZenje, motivacijo in ucenje. Nevrohormone
sintetizira celi¢no telo nevrona, jih skladis¢i v mehurckih in prenasa po aksonu, da se izlocijo,
ko je nevron dovolj vzdrazen. V glavnem gre za polipeptide, aminokisline. Hipotalamus

spros¢a predvsem peptide, ki sprozijo nadaljne peptide v hormonski verigi preko hipofize. [7]

Hipotalamus poleg vpliva na obnasanje, sodelovanje pri uravnavanju kardiovaskularnega
sistema, lakote in hranjenja, vnosa vode in obc¢utka Zeje, uravnava predvsem:
e aktivnost adenohipofize s sprosCanjem sproscevalnih in zaviralnih hormonov v
hipotalamo-hipofizni portalni krvni obtok in
e aktivnost nevrohipofize prek nevritov zivénih celic, po katerih se prenaSajo,

nevrohormoni iz dolo¢enih hipotalami¢nih jeder neposredno v zadnji rezenj hipofize.

[2]

Poti delovanja hipotalamusa:
e hipotalamus - hipofiza - $¢itnica,
¢ hipotalamus - hipofiza - skorja nadledvicne zleze,

e hipotalamus - hipofiza - spolne Zleze.
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Za normalni razvoj in fizioloske spremembe Zenskih spolovil je najpomembne;jsi sproscevalni

hormon gonadotropinov (GnRH). [5]

Kratko steblo povezuje hipotalamus z glavno Zlezo, hipofizo, ki ni ni¢ vecja od zrna graha.
Hormoni se pretakajo iz hipotalamusa v hipofizo, ki spodbuja ali zaustavlja nastajanje

hormonov v drugih Zlezah glede na potrebe telesa. [5]

Ena od glavnih nalog hipotalamusa je nadzorovanje hipofize oziroma pospeSevanje ali

zaviranje njenih funkcij z izlocanjem snovi v kapilare, s katerimi je prepredena hipofiza. [2]

1.2.2. HIPOFIZA

Hipofiza oziroma moZzganski privesek je pomozni endokrini organ na spodnji strani
mozganov, prek peclja povezan s hipotalamusom. Je majhna Zleza z notranjim izlo¢anjem, ki
lezi v koS€eni vdolbini lobanjskega dna, v tako imenovanem turSkem sedlu. MoZganski
privesek preko izlocanja hormonov nadzoruje in uravnava delovanje drugih podrejenih zlez z

notranjim izloanjem. [6]

Sprednji rezenj hipofize uravnavajo nevrohormoni, ki se spro$¢ajo iz hipotalamusa. Pod
njihovim vplivom adenohipofiza izloca hormone, ki uravnavajo delovanje $citnice,
nadledvi¢nih in spolnih Zlez, rast telesa, obarvanost koze in tvorbo mleka v dojkah. Delovanje
zadnjega reznja hipofize uravnava hipotalamus neposredno preko zivénih povezav.
Nevrohipofiza izlo¢a hormona, ki vplivata na ravnovesje vode v telesu, izlo€anje mleka iz

dojk in kréenje maternice. [6]
Hipofiza je endokrina Zleza, ki je nadrejena nekaterim perifernim zlezam. S hormonom TSH

uravnava delovanje $¢itnice, z ACTH delovanje skorje nadledvicih Zlez in z gonadotropini

delovanje gonad. To so njene ciljne Zleze. [§]
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1.3. MENSTRUACIJSKI CIKLUS

Menstrualni ciklus je pri Zenskah razli¢en. Pri 90 odstotkih zensk traja 25 do 35 dni. Zacne se
prvi dan menstruacije in kon¢a en dan pred za¢etkom naslednje menstruacije. Pri normalnem
ciklusu traja menstruacija tri do sedem dni, ovulacija pa nastopi 12 do 16 dni pred zacetkom

naslednje menstruacije. [9]

Ciklus urejajo hormoni. Na zacetku ciklusa se v jajcnikih pod vplivom estrogenov razvijejo
jaj€eca. Sredi ciklusa, ko je estrogena najvec, se koli¢ina luteinizirajoega hormona nenadno

poveca in hitro zmanjsa, kar povzroci, da se jajéece sprosti, tj. ovulacija. [9]

Po ovulaciji zaéne naras¢ati koli¢ina progesterona, kar maternico pripravi na nose¢nost. Ce
maternica ne sprejme oplojenega jajceca, koli¢ina progesterona pade in pojavi se menstruacija
(mese¢na krvavitev je izlu§¢enje materniéne sluznice). Ce se oplojeno jajéece ugnezdi v
maternici, nastopi nosecnost, koliCina progesterona Se naprej narasa, menstruacija pa

izostane. [9]

Menstruacija je periodicno lus€enje endogeno sekretorno spremenjenega endometrija. Je
odsev in posledica sprememb v delovanju jajénikov, iz katerih izhajajo spodbude za vse

spolne in zunajspolne spremembe med menstruacijskim ciklusom. [2]

Prvo menstruacijsko krvavitev, ki se navadno pojavi v starosti od 12 do 14 let, imenujemo
menarho, zadnjo menstruacijsko krvavitev, ki sledi fazi generativnega obdobja, pa
menopavzo, katera nastopi v starosti 47 do 50 let. V generativnem obdobju se menstruacije

pojavljajo priblizno na 28 dni, z razlicnimi individualnimi spremembami (7 dni). [2]

Spremembe v toku ciklusa potekajo v vseh organih, ki imajo steroidne receptorje, najbolj pa

so izrazene v jaj¢niku, endometriju, noznici in v jajcevodih. [2]
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1.4. MENOPAVZA

Menopavza je zadnja spontana menstruacija, ki jo dolo¢imo retrogardno, saj velja pravilo, da
je zadnja menstruacija tista, ki ji dvanajst mesecev ne sledi ve¢ nobena redna menstruacija.
Obdobje reproduktivne aktivnosti Zensk dolocata prva in zadnja menstruacija (menarha in
menopavza). Menopavza se pri slovenskih Zenskah pojavi med petinStiridesetim in
petinpetdesetim letom, v povpre€ju pa pri dvainpetdesetem letu. Nastop menopavze je pod
mocnim genetskih vplivom, zato razni reproduktivni dogodki (Stevilo nosecnosti, porodov) in
drugi psihi¢ni, socialni in ekonomski dejavniki pri njenem nastanku niso pomembni. Pri

kadilkah se menopavza pojavi priblizno dve leti prej kot pri nekadilkah. [4]

Nekaj napovednih dejavnikov, ki opredeljujejo staranje jajénika, so spremembe

menstruacijskega ciklusa, endokrini in biokemi¢ni parametri ter plodnost. [4]

Kronoloska starost se pri Zenskah ne ujema vedno z biolosko starostjo. Zenske, ki imajo
navidezno normalne menstruacijske cikluse, imajo lahko razlicne ravni ovarijske rezerve.
Prvo znamenje zmanjSane ovarijske rezerve je skrajSanje menstruacijskega ciklusa. Izbor
foliklov, ki bodo zoreli v naslednjem ciklusu, se zacne Ze v kasni lutealni fazi, ko rumeno
telesce izloCa vse manj progesterona, estradiola (E2) in inhibinov. Koncentracija FSH kaZe
obratni vzorec glede na koncentracijo E2, zato pride pet dni pred menstruacijo do hitrega
porasta FSH (brez dviga luteinizirajocega hormona- LH), ki doseze plato dva dni po zacetku
menstruacije. ZveCana koncentracija FSH spodbuja rast skupine ovarijskih foliklov. Razlaga
za skrajSevanje menstruacijskega ciklusa naj bi bila v ugotovitvi, da so koncentracije
inhibinov zmanjSane v casu izbora foliklov pri Zenskah starejSih od 40 let. ZmanjSana
koncentracija inhibina je lahko posledica manjSega Stevila in slabe kakovosti jajénih celic v
foliklu starajo¢ega se jaj¢nika. Zaradi zmanjSane koncentracije inhibinov (Cemur sledi
¢ezmerno povecanje koncentracije FSH) nastane napaka v izboru foliklov, kar vodi v
spremenjeno fazo dozorevanja in zorenja jaj¢nih celic, nastopi neprimeren ¢as za ovulacijo in
rumeno telesce pricne nepopolno delovati. V prvi fazi teh sprememb je skrajSana lutealna
faza, zaradi nepopolnega delovanja rumenega telesca. Ta se lahko klinicno izraza s
predmenstrualnimi krvavkastimi izcedki ali s skrajSanjem menstruacijskega ciklusa. V drugi,
napredovani fazi, pa so ovulacije redke ali jih ni, zato je dolzina menstruacijskega ciklusa

odraz zorenja in propada nerazpocenega folikla, kar lahko znaSa od 16 do 24 dni. [3]
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Koncentracija FSH v predmenopavznem obdobju zelo variira. Vec¢ let pred menopavzo
postopno nara$¢a in obCasno pada in bi bilo zato pri zZenskah z redno menstruacijo izredno

tezko dolociti koncentracijo, ki opredeljuje dokon¢no iz€rpanje ovarijske rezerve. [3]

Vloga in pomen inhibinov je postala bolj poznana Sele zadnje desetletje. Inhibini so dimeri¢ni
disulfidno vezani glikoproteini, zgrajeni iz o in B A ali B podenote. Nastajajo v razli¢nih
tkivih: v mozganih, kostnem mozgu, placenti, hipofizi, testisih in ovarijih. Njihova primarna
vloga je inhibicija izlo¢anja FSH. Inhibin B nastaja predvsem v majhnih foliklih, inhibin A pa
je produkt dominantnega folikla in rumenega telesca. Koncentracija inhibina B v zgodnji
foliklovi fazi ciklusa naj bi zrcalila ovarijsko rezervo. Ko se zenska priblizuje menopavzi, se
serumske koncentracije inhibina B v foliklovi fazi ciklusa zmanj$ajo, temu pa sledi porast
FSH. V procesu staranja jajénika se ravni inhibina B v foliklovi fazi znizajo prej kot
koncentracije inhibina A. V zadnjem desetletju se kot napovednik ovarijske rezerve uveljavlja
anti-Miillerjev hormon (AMH), ki nastaja v granuloznih celicah ovarija in uravnava razvoj
primarnih foliklov z inhibitornim delovanjem na izlocanje FSH. Anti-Miillerjev hormon je del

super druzine rasnega faktorja f (TGF ), ki ga izlo¢ajo izklju€no testisi in ovariji. [3]

Priblizno deset let Ze vemo, da dolocanje koncentracije FSH drugi, tretji ali Cetrti dan
menstruacijskega ciklusa precej natancno napoveduje bodo¢o plodnost. Raven FSH>141E/L
kaZe le na 5 odstotno moZnost, da bo prislo do zanositve; normalna koncentracija FSH ob
zve€ani koncentraciji E2 tretji dan ciklusa je prav tako slab napovedni znak. Ta paradoksni
izvid kaze, da je koncentracija E2 tako visoka, da zavre FSH do taksne ravni, da onemogocajo
spodbujanje rasti foliklov. Izguba plodnosti je prvo znamenje staranja jajénika in poteka
ponavadi hkrati z monotropnim porastom v koncentraciji FSH in s spremembami v
menstruacijskem ciklusu. Pomanjkljivost tega testa je v obfasnem padanju in nara$canju

koncentracije FSH Ze nekaj let pred dokon¢nim iz¢rpanjem ovarijske rezerve. [3]

Med oznacevalce ovarijske rezerve spada tudi anti-Miillerjev hormon, ki v zadnjem desetletju

postaja vse pomembnejsi napovednik zaloge primarnih foliklov. [3]
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1.5. NEPLODNOST

Neplodnost je nezmoznost zanositve po enem letu rednih spolnih odnosov brez uporabe
kontracepcije. Tezave lahko pri€akujemo pri 10 — 15% spolno zrele (fertilne) populacije.

V Sloveniji je 400.000 parov v reproduktivnem obdobju, med njimi so tri Cetrtine v
druzinskem razmerju, priblizno 10% pa je neplodnih ali imajo teZave z nacrtovanjem druZine.

To pomeni, da ima 60.000 prebivalcev Slovenije tezave zaradi neplodnosti. [3]

Fekundabilnost je verjetnost zanositve v enem menstrualnem ciklusu; pri zdravem mladem
paru je to uresnicljivo le v 25%, ker vecinoma v vsakem ciklusu niso prisotni vsi pogoji za

zanositev. [3]

Verjetnost zanositve je pri vsakem paru razlicna in je odvisna od Stevilnih okolis¢in, ki
doloc¢ajo oploditveno sposobnost (fertilnost) vsakega posameznika. Kombinacija lastnosti, ki
jo vsak od partnerjev prinaSa v skupnost, dolo¢a njihovo fekundabilnost, zato lahko vsakega
posameznika ozna¢imo kot plodnega, manj plodnega ali neplodnega. Pri reSevanju tezav

neplodnosti obravnavamo par kot celoto v isti ambulanti. [3]

Pri neplodnostni uposStevamo starostno obdobje, ko sta partnerja lahko plodna (reproduktivno
obdobje); le-to nastopi po puberteti. Pri Zenski poznamo tudi obdobje, ko je fiziolo§ko manj

plodna (premenopavza) ali neplodna (pomenopavza). [3]

Vzrok za neplodnost je lahko pri moskem, Zenski ali obeh. Pri Zenski ugotovimo vzrok za
neplodnost v 50%, pri moskem v 35%, nepojasnjenih neplodnosti pa je 10 — 15%. Neplodnost
je lahko primarna; to pomeni, da zenska ni nikoli zanosila, moski partner pa nikoli oplodil
katere koli partnerke. Sekundarna neplodnost pa pomeni, da zenska ne more ponovno
zanositi, pri moskem pa to pomeni, da je Ze oplodil partnerko. Cim dlje traja neplodnost v

zakonu, tem manjsa je verjetnost spontane zanositve. [3]

Pri Zenskah so lahko vzroki za neplodnost:
e genitalnega izvora (v noznici, materni¢nem vratu, maternici, jajcevodu, v jajénikih),

e ckstragenitalnega izvora (zaradi bolezni drugih endokrinih Zlez in drugih bolezni) ali
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e psihogeni.

Pri moskem so lahko vzroki:
e genitalni (pretestikularni in testikularni),
o ckstragenitalni (posttestikularni) ali

e psihogeni.

Pri mnogih Zenskah, ki odlagajo prvo nose¢nost v kasno reproduktivno obdobje, je ena od
moznosti zdravljenja neplodnosti tudi uvedba postopkov oploditve z biomedicinsko pomocjo
oz. umetno oploditvijo (OBMP). Dolgotrajni diagnosti¢ni postopki in poskusi zdravljenja, ¢e
so neuspesni, Se dodatno zmanjSujejo moznost uspesne nosecnosti, zlasti ¢e je zdravljenje
ekspektativno. Tudi v postopkih OBMP je ociten padec uspesnosti z naraScujoco starostjo
zenske, hkrati pa ugotavljajo tudi pomemben porast spontanih splavov. Vecja starost zenske
je neposredno povezana tudi z vecjim Stevilom kromosomskih nepravilnosti, ki jih najdemo v

50% spontanih splavov v prvem trimesec¢ju nosecnosti; vecina teh so avtosomne trisomije. [3]

Umetna osemenitev (IUI) predstavlja vmesno stopnjo pred uvedbo bolj zapletenih postopkov,
kot sta zunajtelesna oploditev (IVF) in intracitoplazemski vnos semencic (ICSI). Tuji podatki
kazejo, da je pri IUI velika razlika v uspeSnosti pri zenskah, mlajSih od 39 let (21%

nosecnosti), kot pri starejSih (14% nosecnosti kar 73% spontanih splavov). [3]

Na splosno velja, da je IUI uporabna in ucinkovita terapevtska moZnost za razli¢ne oblike
neplodnosti. Ker pa je starost Zenske dejavnik, ki bistveno vpliva na izid zdravljenja, je
pomembno, da postopkov ne ponavljajo ve¢ kot dva do trikrat. Takoj po neuspeSnem
postopku ITUI morajo zenski svetovati uvedbo postopka IVF. Tudi pri IVF-ET (in vitro
fertilization and embryo transfer — in vitro oploditev in prenos zarodka) postopku so rezultati
zdravljenja slabsi pri starejSih zenskah. Njihovi rezultati kazejo, da je komulativna stopnja

nosecnosti pri Zenskah starejSih od 38 let, le 16% , v 21% pride do spontanega splava. [3]
Pri moskih vzrokih neplodnosti je ucinkovita metoda zdravljenja neplodnosti ICSI

(intracitoplasmic sperm injection — intracitoplazmi¢no injiciranje sperme), vendar le pri

mlajsih Zenskah; pri starejSih od 38 let rezultati niso spodbudni. [3]
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Ocitno je, da gre pri starejSih Zenskah za znacilno manjSo moznost uspeSnega zdravljenja
neplodnosti z metodami IVF-ET in ICSI. Ob tem, da gre pri starejSih Zenskah pogosto za
slaboten odziv na ovarijsko stimulacijo in da je Stevilo prekinjenih ciklusov stimulacije
veliko, pa ima pomembno vlogo tudi kakovost jajénih celic. Kljub uporabi posebnih
stimulacijskih protokolov in mikromanipulacije na obmocju zone ovojnice jajéne celice, se
kakovost jajénih celic ne more izboljsati. Zato je izjemno pomembno, da starejSe Zenske, ki
zacenjajo zdravljenje neplodnosti s postopki OBMP, pravilno in pravocasno obvescajo o

slabih rezultatih in v povezavi s tem o visokih stroskih zdravljenja. [3]

1.6. HORMONI

Hormoni so snovi v organizmu, ki jih izlo¢ajo nekatere zleze. Od hormonov so odvisne
posamezne naravne funkcije delovanja organizma. Izlo¢ajo se neposredno v kri in se z njo
prenasajo po celem telesu, kjer vplivajo na razli¢ne organe. Hormoni so prenasalci informacij
med organi oziroma med tkivi v organizmu. Izjema so tako imenovani tkivni hormoni, ki se
sintetizirajo na mestu, kjer tudi ucinkujejo. Slednjih ne izloCajo Zleze, pa¢ pa nastanejo v
doticnem tkivu. Hormone so odkrili v zgodnjih letih 20. stoletja. Delujejo le na dolocene
ciljne organe, kjer se vezejo na specificne receptorje. Receptorji se obiajno nahajajo na
zunanji strani celicne membrane. Vezava molekule hormona na receptor povzroci v celici
biokemicno reakcijo. Nekateri hormoni, ki so dovolj lipofilni, pa lahko prehajajo skozi celicne

membrane (steroidni hormoni) in delujejo neposredno na celicno jedro. [11]

Da lahko hormon povzroci u¢inek na tar¢ni celici, mora biti sposoben vplivati na aktivnost teh
celic v ciljnem tkivu. Hormoni dosezejo ucinek preko receptorjev. Receptorji so kljucavnice,
katere odklepa to¢no doloc¢en klju¢ (hormon). Hormon lahko kroZzi prosto po obtoku (in hitro

izgine iz cirkulacije) ali pa se veZe na proteine, in tako dalj ¢asa ostane v cirkulaciji. [10]
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1.7. ANTI - MULLERJEV HORMON

V zadnjem desetletju se kot napovednik ovarijske rezerve uveljavlja anti-Miillerjev hormon

(AMH). [2]

Ovarijska rezerva je izraz, ki ga uporabljamo za doloCanje kapacitete jaj¢ec v ja¢niku. To so
jajCeca sposobna oploditve in zdrave ter uspeSne nosecnost. Dolo¢anje ovarijske rezerve je

pomembna pri zdravljenju neplodnosti. [13]

Med najzanesljivejSe kazalce delovanja jajénikov je doslej sodilo dolocanje koncentracije
folikle stimulirajo¢ega hormona (FSH), ¢igar slabost je nihanje iz fizioloSkih v bolezenska
obmocja tudi nekaj let pred dokon¢nim iz€rpanjem ovarijske rezerve. V zadnjem desetletju se
kot napovednik ovarijske rezerve uveljavlja anti-Mullerjev hormon (AMH). [14] Visok nivo
anti-Miillerjevega hormona je lahko prisoten tudi pri zenskah s policisti¢nim ovarijskim
sindromom, ki ogroza Zensko plodnost. Zato je verjetno kombinacija AMH in
transvaginalnega ultazvoka za Stetje Stevila antralnih foliklov najboljsi nadin za napoved
ovarijske rezerve in plodnosti. Ta kombinacija se v€asih imenuje test cloveske bioloske ure.

[13, 26]

AMH ni le oznacevalec populacije majhnih antralnih foliklov, temvec¢ tudi napovednik
kakovosti oocitov. Pri moskih se je dolocanje AMH uveljavilo le pri diagnostiki
interseksualnih stanj zaradi abnormne diferenciacije testisa, pri Zenskah pa je v ospredju kot
najbolj zanesljiv kazalec ovarijske rezerve pri prezgodnji menopavzi in ¢ezmerne rezerve

majhnih antralnih foliklov pri Zenskah s policisti¢nimi jajéniki. [14]

22



1.7.1. ANTI - MULLERJEV HORMON FIZIOLOGIJA

AMH se imenuje po Johanessu Petru Miillerju (1801-1858), ki je bil znamenit nemski
fiziolog in anatom in je med prvimi raziskal sistem vodov secil, ki se po njem imenujejo
Miillerjevi vodi, iz katerih se razvijejo notranji spolni organi pri zenski. [17]

Pri sesalcih v embrionalnem razvoju AMH izlo¢ajo Sertolijeve celice testisa in preprecujejo
razvoj Miillerjevih vodov v maternico in ostale Miillerjeve strukture (jajcevod, zgornja
tretjina vagine). Efekt je ipsilateralen (ne na isti strani), to je da vsak testis zavre razvoj

Miillerjevih vodov na svoji strani. [12]

AHM se za¢ne sproscati v 8. tednu embrionalnega razvoja in uravnava razvoj notranjih
spolnih organov. Najbolj znacilen u¢ineck AMH, ki poteka prek receptorjev AMH tipa II, je
programirana celi¢na smrt (apoptoza) na tarcnih tkivih (fetalni Mullerjevi vodi pri zarodku

moskega spola). [14, 26]

Pri moskih se AMH lahko dolo¢a v krvi v otro§tvu in v odrasli dobi, pri Zenski pa ga ne
zaznamo do pubertete. [12] Nastaja v granuloznih celicah jajénika in uravnava razvoj do
primarnih foliklov z inhibicijskim delovanjem na izlo€anje FSH. Vrednosti se s staranjem

zmanj$ujejo in postanejo v predmenopavznem obdobju nemerljive. [14]

AMH je pri moskih visok skozi otroStvo in pri¢ne padati med puberteto ter se niza vso odraslo
dobo. Sprememba koncentracij AMH nastopi v pubetrteti pri obeh spolih, pri moskih se niza,

pri zenskah se visa. [12]
Odkrili so, da se funkcionalni AMH receptorji izrazajo na mozganskih nevronih embrijev

misi. Znanstveniki so mnenja, da igra vlogo pri spolnem diamorfi¢cnem mozganskem razvoju

in posledi¢no pri razvoju spolno specifi¢nega obnaSanja. [12]
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1.7.2. ANTI-MULLERJEV HORMON — OZNACEVALEC KAKOVOSTI
GAMETOGENEZE

V reproduktivnem obdobju je koncentracija AMH povezana s Stevilom majhnih antralnih
foliklov (< 12 mm), ni pa povezana s Stevilom vecjih antralnih foliklov (> 12 mm), kar so
dokazali v ciklusih nadzorovane ovarijske hiperstimulacije. Nizke vrednosti AMH pomenijo
majhno koli¢ino malih antralnih foliklov, kar predstavlja manjSo ovarijsko rezervo. AMH ni
odvisen od ravni FSH, saj se v fizioloski nosecnosti, ko so vrednosti FSH znizane,
koncentracija AMH ne spremeni in ostane stalna. To pomeni, da je AMH gonadotropinsko
neodvisen in odslikava le velikost populacije foliklov. V normalnem menstruacijskem ciklusu
so vrednosti AMH stalne od 2. do 6. dneva ciklusa, v stimuliranih ciklusih pa se vrednosti
AMH napredujoce znizujejo do pozne folikularne faze. ZmanjSanje vrednosti AMH v ¢asu
nadzorovane stimulacije jaj¢nikov lahko razlozimo z rastjo manjsih foliklov, v katerih pride
do diferenciacije granuloznih celic, s tem pa tudi do zmanjSane moznosti tvorbe AMH.
Koncentracija serumskega AMH je nedvomno povezana s Stevilom antralnih foliklov, zrcali
pa tudi kakovost oocitov, saj so v raziskavi, v kateri so primerjali kakovost oocitov pri
zenskah z normalnimi in zmanjSanimi vrednostmi AMH, nasli razlike med obema skupinama.
Ugotovili so povezavo med nizkimi vrednostmi AMH, slabSo kakovostjo oocitov in
agregacijo gladkega endoplazemskega retikuluma, medtem ko bazalne vrednosti FSH niso

ustrezno napovedale kakovosti gamet.

Zakljucujejo, da je dolocanje AMH bolj zanesljiv napovedni dejavnik glede Stevila in
kakovosti oocitov kot bazalne vrednosti FSH. Pri zarodku moskega spola AMH, ki ga izlo€ajo
Sertolijeve celice, povzroca regresijo Miillerjevih vodov. Pri odraslem moskem vloga AMH
Se ni povsem pojasnjena, vendar so v eni od raziskav ugotovili, da je koncentracija AMH v
semenski tekoc¢ini zelo pomemben neinvazivni oznacevalec vztrajajoe hipospermatogeneze
pri neobstruktivni azoospermiji, kar napoveduje tudi stopnjo uspeSnosti pridobivanja
testikularnih spermatozojev pred uvedbo postopka intracitoplazemske injekcije spermijev v
oocite.

AMH se je izkazal tudi kot kazalec Stevila Sertolijevih celic in njihovega delovanja pri
moskih z nespuScenimi testisi. Pri teh je AMH negativno povezan s FSH in pozitivno z
volumnom testisa in s koncentracijo semencic. Nizke vrednosti AMH so ugotovili tudi pri

interseksualnih stanjih zaradi abnormne diferenciacije testisa (Cista in delna gonadna
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disgenezija). Dolo¢anje AMH je zato pomemben diagnosti¢ni pripomocek za ugotavljanje
dejavnosti Sertolijevih celic pri otrocih z interseksualnim stanjem, ker omogoca loCevanje
med motnjami spolne diferenciacije zaradi abnormne determinacije testisa in motnjami, ki so
zgolj posledica izolirane motnje v izlo€anju ali v delovanju testosterona.

AMH in FSH nista napovednika dejavnosti Leydigovih celic in tvorbe testosterona, kar so
ugotovili v raziskavi, v kateri niso nasli povezanosti med hipogonadizmom pri moskih, ki so

pri zdravljenju karcinoma prejemali gonadotoksi¢na sredstva. [14]

AMH je bil sintetiziran. Njegova sposobnost, da zavira rast tkiva, ki izhajajo iz Miillerjevih
vodov, je dvignila upanje za uporabnost pri zdravljenju razli¢nih zdravstvenih stanj, vklju¢no
z endometriozo, adenomiozo in materniénim rakom. Raziskave potekajo v razli¢nih

laboratorijih. [12]

Dolo¢anje AMH je uporabno tudi pri ocenjevanju plodnosti, ovarijske rezerve, da lahko
svetujejo Zenskam, naj razmislijo o zmrznitvi jajcec ali pa naj se odloCijo o ¢im prejs$nji
nosecnosti, ¢e je njihova dolgoro¢na ocena plodnosti slaba.

Merjenje AMH je lahko tudi zavajajoce, saj se visoke ravni pojavljajo v pogojih, kot je
sindrom policisticnih jajénikov, zato je potrebno vrednosti AMH upostevati v povezavi z
ocenitvijo jajénikov s transvaginalnim ultrazvokom in Stetjem antralnih foliklov.

Prav tako ima potencial za racionalizacijo programa za spodbujanje ovulacije in odlocitve o
Stevilu zarodkov za prenos v postopkih asistirane reprodukcije za povecanje uspesnosti pri
nosecnosti, medtem ko zmanjsSuje tveganje za sindrom hiperstimulacije jajénikov (OHSS).

[12]
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1.8 METODE ZA DOLOCANJE ANTI-MULLERJEVEGA HORMONA

AMH dolo¢amo s tehniko ELISA, ki spada med imunoloske metode. Trenutno sta v uporabi
dva komercialna, ultra obcutljiva imunska testa, AMH Beckman Coulter ELISA in AMH
Diagnostic System laboratories (DSL) ELISA. [25]

1.8.1. IMUNOLOSKE METODE

Imunoloske metode so omogocile bistveno izboljsavo pri dolo¢anju hormonov in s tem odprle
nove moznosti v endokrinologiji. Od prvih zacetkov pri merjenju insulina so se z izboljSanjem
priprave specificnih protiteles, z uvedbo preproste tehnike za jodiranje molekul z I-125 in s
tehnoloSkimi izboljSavami analitskega postopka, imunoloske metode razsirile na dolo¢anje

vseh biolosko pomembnih snovi, ki so v zelo majhnih koncentracijah. [2]

Vzporedno z radioimunskimi metodami so se razvijale alternativne analitske tehnike imunske
tehnike. Temeljno nacelo dolo¢anja snovi pri alternativnih imunskih tehnikah je enako kot pri
radioimunskih metodah, razlika je v ozna¢enem antigenu (oznacenem hormonu) in v merilni
tehniki. Od alternativnih imunskih tehnik so dandanes najve¢ v rabi metode na podlagi

encimov, fluorescence in kemiluminiscence. [2]

V primerjavi z analitskimi tehnikami imajo imunoloSke metode tele prednosti:

e veliko obcutljivost ( obcutljivost je opredeljena kot minimalna koli¢ina delujoce snovi,
ki jo metoda Se zazna),

e veliko specifi¢nost (specificnost metode je opredeljena kot odsotnost kriznih reakcij,
ki jih povzroc¢ajo motece snovi),

e natanCnost (opredeljena kot razporeditev iz merjenih vrednosti okrog povprecne
vrednosti), ki se lahko izrazi kot koeficient variacije,

e ponovljivost rezultatov dolo¢anja,

e preprostost izvedbe (izurjen laboratorijski delavec lahko v kratkem Casu opravi veliko

Stevilo dolocitev),

26



e univerzalnost metode (z isto merilno opremo in delovnimi pripomocki lahko

dolo¢amo Sirok spekter snovi). [2]

Imunske metode temeljijo na imunokemijski reakciji med antigenom in specificnimi
protitelesi proti temu antigenu:

Ag+ Ab < AgAb

Pri ¢emer pomeni Ag antigen (snov, ki jo dolo¢amo; hapten ali v sploSnem primeru ligand).
Ag specifi¢na protitelesa proti antigenu (ligandu, haptenu), AgAb imunski kompleks med

antigenom in protitelesi. [2]

1.8.1.1. PROTITELESA IN ANTIGENI

Protitelesa, pravimo jim tudi imunoglobulini, so proteini, ki jih telo proizvede kot odziv na
prisotnost tuje molekule antigena v telesu. Antigeni so po naravi lahko proteini, polisaharidi,
nukleinske kisline, pa tudi manjSe molekule (npr. penicilin). Za protitelesa je znacilno, da se
mocno vezejo samo na tiste antigene, proti katerim so bila ustvarjena, se pravi, da je vezava

strogo specificna. [15]

Protitelesa so glikoproteini, ki $¢itijo organizem pred tujki, saj so se sposobni vezati na tujke,
s tem pa prepreciti njihovo Skodljivo delovanje. Tujke predstavljajo povzrocitelji bolezni,
nelastne beljakovine ali druge molekule, ki jih organizem prepozna kot potencialno nevarne.
Imunoglobulini so prisotni tako na povrSini limfocitov B, kjer so receptorji za specifi¢ne

antigene ali kot kroZeca protitelesa v krvi ter limfni tekocCini. [16]

Udinkujejo na ve¢ nacinov:
e vezejo se na razlicne celice imunskega sistema,
e preprecujejo prehajanje virusov v celice,
e nevtralizirajo bakterijske toksine,

e aktivirajo komplement. [16]

Protitelesa se sintetizirajo v belih krvnih celicah imenovanih limfociti B. Osnovna

monomerna molekula protitelesa je sestavljena iz S$tirih polipeptidov, in sicer iz dveh

27



identi¢nih lahkih in dveh identi¢nih tezkih verig. Te so med seboj povezane s kovalentnimi

disulfidnimi vezmi in razporejene v obliki ¢rke Y. [17]

—— Antigen binding sites
| Variable region
on heavy .
chain
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chain . lifide
bridges
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5 ¥
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Slikal : Protitelo [18]

Variable region
on light chain

. Constant region

x\-ﬁn on light chain

]

Constant region

on heavy chain

Poznamo 2 tipa lahkih (A,x) in 5 tipov tezkih verih (a, 0, €, v in p). Glede na tip tezke verige

razvrstimo imunoglobuline v 5 razredov:

e IgGzverigoy,
e [gM z verigo p,
e IgA zverigo a,
e IgD z verigo 9,

e IgE z verigo .

Na vsaki verigi lo¢imo konstantni in variabilni del. Variabilni del sestavlja priblizno 110

aminokislin, nahaja se na koncu vsake lahke in tezke verige ter predstavlja vezisCe za antigen.

Tu je aminokislinsko zaporedje najbolj spremenljivo in zaradi svoje raznolikosti omogoca

imunskemu sistemu sintezo protiteles za katerikoli antigen, s tem pa specificno vezavo

protitelesa samo na dolocen antigen. Poleg variabilnega dela ima vsaka veriga Se konstantni

del, ki se razlikuje pri razli¢nih razredih protiteles. [17]
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Osnovno molekulo protitelesa je s papinom mogoce razcepiti v tri priblizno enake fragmente.
Dva od teh sta identi¢na (Fab Fragmenta) in predstavljata vezisCe za antigen, saj se v tem delu
nahaja variabilni del. Tretji fragment, imenovan Fc, se ne more vezati z antigenom, ima pa

efektorske funkcije, ki so znacilne za posamezen razred protiteles. [17]

Antigeni so vse tiste snovi, ki reagirajo z dolo¢enimi protitelesi. Imunogeni so snovi, ki
povzrocijo pri ljudeh in Zivalih nastanek specifi¢nih protiteles. Hapteni lahko delujejo kot
antigeni pri reakciji z dolo¢enimi protitelesi, kot imunogeni pa ucinkujejo hapteni le, ¢e so

priklju¢eni na veliko beljakovinsko molekulo (po navadi na serumske beljakovine). [2]

Antigene kot Ciste snovi uporabljamo pri imunskih metodah v trojnem namenu:
e za pripravo standardnih koncentracij, s katerimi moremo ugotoviti umeritveno
krivuljo,
e za pripravo oznacenega antigena,

e za pripravo specificnega antiseruma proti dolocenemu antigenu.

V te namene so potrebne snovi z visoko stopnjo Cistosti, ker vsake druge primesi lahko

povzrocajo stranske reakcije s protitelesi. [2]

Protitelesa se z antigeni vezejo preko razlicnih nekovalentnih vezi (vodikove, elektrostatske,
Van der Waalsove in hidrofobne interakcije). Vezis€e antigena imenujemo epitop, vezisce
protitelesa pa paratop. Jakost vezave enega epitopa s pripadajoim paratopom imenujemo
afiniteta. Osnovna monomerna enota protiteles (2 lahki in 2 tezki verigi) ima dve enaki
vezi$¢i, zato se lahko protitelo hkrati veze na dve antigenski determinanti. Jakost vseh vezi
med protitelesom in antigenom pa opredeljuje pojem avidnost. Paratopi prepoznajo celotno
trodimenzionalno strukturo epitipov in razlikujejo ze manjSe spremembe aminokislinskega
zaporedja antigenov, naboja, opticne konfiguracije in stericne konformacije. Zaradi tega se
protitelesa vezejo le na tiste antigene, s katerimi se najbolj skladajo, kar je bistven razlog za

visoko specifi¢nost protiteles. [16]

Vecje molekule, npr. proteini, imajo ve¢ epitopov. Vse molekule protiteles, sintetizirane v eni
celici, imajo enako aminokislinsko zaporedje in se vezejo na isti epitop antigena. V
organizmu, ki je priSel v stik z antigenom z ve¢ epitopi, nastane veliko limfocitov, ki izlo¢ajo
protitelesa proti razlicnim epitopom; imenujemo jih poliklonska protitelesa. S posebnimi
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tehnikami lahko limfocite imortaliziramo, t.j. napravimo nesmrtne, jih gojimo v kulturi, in s
posebnim postopkom dobimo kulturo popolnoma enakih limfocitov, ki nastanejo z delitvijo
ene same celice (kloni). Ti seveda izlofajo enaka protitelesa, proti istemu epitopu, in jih

imenujemo monoklonska protitelesa. [15]

Protitelesa pridobivajo z imunizacijo poskusnih zivali z imunogeni. Vecji titri antiseruma
nastanejo s serijskimi imunizacijami zivali. Protitelesa, ki tako nastanejo, so poliklonalna. To
pomeni, da antiserum sestavlja ve¢ populacij protiteles iz razliénih imunoglobulinov in z

razlicnimi afinitetami do antigenov. [2]

Nespecifi¢nost protiteles povzrocajo snovi, ki dajo krizne reakcije s protitelesi. To pomeni, da

kemijsko sorodne snovi lahko tudi reagirajo s protitelesi. [2]

V novejsem casu se v analitskih imunskih tehnikah ¢edalje bolj uporabljajo monoklonalna
protitelesa. Monoklonalna protitelesa pridobivajo z imunizacijo poskusnih zivali z antigeni in
z in vitro hibridizacijo celic. Monoklonalna protitelesa imajo iste afinitetne lastnosti do

antigena in so mnogo bolj specifi¢na kot poliklonalna protitelesa. [2]

Protitelesa lahko s pridom uporabljamo za dolo¢anje polozaja dolo¢enih biomolekul znotraj
celice. Pri fluorescencni mikroskopiji uporabljamo protitelesa, na katere je kovalentno vezano
fluorescencno barvilo. Na protitelesa lahko vezemo tudi markerje z vecjo elektronsko gostoto,
npr. kovinske atome (pogosto se uporablja zlato). Tovrstna metoda je npr. imunoelektronska

mikroskopija. [15]

V diagnosticne namene se pogosto uporablja t.i. metoda ELISA, ki se odlikuje po svoji
hitrosti ter visoki obcutljivosti (detektiramo lahko zelo majhne koncentracije antigena, celo
pod 1 ng). Metoda je uporabna za vecje molekule, ki imajo vsaj dva epitopa, ki se ne
prekrivata. Uporabljajo se razli¢ne izvedbe.

[15]
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1.8.2. ELISA ( ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Encimskoimunski test ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) je dalec
najpogostejsa metoda za dolocanje prisotnosti bodisi specificnih protiteles bodisi antigenov v
testiranih vzorcih, saj lahko naenkrat testiramo veliko Stevilo vzorcev na kvalitativen ali
kvantitativen nacin. Temelji na specifi¢ni interakciji antigen — protitelo.

Kadar v vzorcu dolo¢amo specifi¢na protitelesa, uporabimo posredni (indirektni) test ELISA,
kadar pa doloGamo prisotnost antigena v nekem vzorcu, uporabimo sendvi¢ test ELISA. Ce pa
so specificna primarna protitelesa ze konjugirana z encimom za detekcijo, govorimo o

neposrednem (direktnem) testu ELISA. [20]

Osnova imunskih testov na trdnem nosilcu je reakcija med antigenom in protitelesi.
Znacilnost teh testov je, da vkljuCujejo standardne pripravke, ki omogocajo kvantitativno
vrednotenje na osnovi umeritvene krivulje. Glede na oznacbo imunskih kompleksov (z
radioaktivnim, encimskim ali fluorokromnim oznacevalcem) jih delimo v podskupine. Najbolj

znana sta radioimunski in encimsko imunski test. [17]

Encimskoimunski test, encimski imunski test ali ELISA, je biokemijska metoda, ki se
uporablja v imunologiji za detekcijo protiteles ali antigenov v vzorcu. Za doloc¢anje protiteles
se uporablja indirektna ELISA. Direktna ali sendvi¢c ELISA pa je prirejena za dolocanje
antigenov. Pri obeh nac¢inih ELISE je na zadnje dodano protitelo vezan encim (od tu izhaja
ime metode), ki omogoCi spremembo barve substrata in tako detekcijo prisotnosti
preiskovanega protitelesa ali antigena. Ker jo lahko uporabljamo za detekcijo tako protiteles,
kot tudi antigenov v vzorcu, je primerna za doloCanje protiteles na razli¢ne viruse (HIV test)
ali za doloCanje prisotnosti antigenov v serumu. Uporablja se jo tudi v zivilski industriji, za

dokazovanje prisotnosti alergenov, kot so mleko, arasidi, orehi ali jajca. [19]

Princip metode je, da encim, konjugiran s protitelesom, reagira z brezbarvnim substratom, pri
¢emer nastane obarvan produkt, katerega intenziteto lahko merimo. Pri direktni tehniki je ze
primarno protitelo konjugirano z encimom, pri indirektni tehniki pa je encim konjugiran na

sekundarno protitelo. [17]
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Slika2 : Mikrotitrska plosc¢ica [19]

1.8.2.1 DIREKTNA (SENDVIC) ELISA

Pri sendvic testu ELISA najveckrat uporabljamo dve razli¢ni monoklonski protitelesi razreda
IgG, specifi¢ni za antigen, ki prepoznata dva razli¢na epitopa — antigenski determinanti na
antigenu. Prvo protitelo (lovilno) vezemo neposredno na mikroploscico, drugo (detekcijsko)
protitelo pa uporabimo za dolo¢anje prisotnosti antigena v vzorcu. Detekcijsko protitelo je
lahko neposredno encimsko oznaceno, lahko pa podobno kot pri indirektnem testu

ELISA uporabimo Se sekundarna encimsko oznacena protitelesa, ki specifi¢no prepoznavajo

detekcijsko protitelo. Oznacena protitelesa so lahko tudi poliklonska. [20]

Osnovni koraki:

1. Na trdni nosilec vezemo znano protitelo za antigen, ki ga doloCamo. Z
lovilnimi protitelesi prekrijemo dno vdolbinic.

2. Nanesemo vzorec, v katerem je mnozica razlicnih antigenov in
preiskovan antigen.

3. Speremo nosilec, da odstranimo nevezane in Sibko vezane antigene,
tako da ostanejo na protitelo vezani le iskani antigeni.

4. Dodamo detekcijska protitelesa, specificna na vezan antigen, ki so
konjugirana z encimom in so usmerejena proti drugemu epitopu antigena.

5. Speremo plosco, da odstranimo nevezana protitelesa. Po spiranju ostane
na antigen vezanih le doloceno Stevilo detekcijskih konjugiranih protiteles.

6. Dodamo kromogen substrat, ki ob prisotnosti encima razvije barvo.

7. Detektiramo intenzivnost barve. [16, 20]
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Slika spodaj vsebuje Se dodaten korak. Po vezavi preiskovanega antigena, dodamo
detekcijsko protitelo. Sele nato dodamo z encimom oznaleno protitelo na detekcijsko
protitelo. TakSna protitelesa se vezejo na Fe-regije drugih protiteles. Na ta nacin se izognemu
zamudnemu postopku konjugacije protiteles z encimom za vsak posamezen antigen, ki ga

zelimo dolociti. [16]
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Slika3 : Direktna (sendvi¢) ELISA.

(1) Na povrsini plosce so vezana protitelesa; (2) dodamo vzorec in preiskovani antigen se
veze na pritrjeno protitelo; (3) dodamo detekcijsko protitelo, ki se veze na vezan antigen; (4)
dodamo encimsko oznaceno protitelo, ki se veze na detekcijsko protitelo ; (5) dodamo
substrat, ki ob prisotnosti encima spremeni barvo. [19]

Obarvan produkt reakcije merimo v posebnem, v ta namen pripravljenem spektrofotometru za
merjenje absorbance v mikrotitrskih plos¢ah. Izmerjena absorbanca je sorazmerna s koli¢ino
produkta, koli¢ino vezanih sekundarnih protiteles ter koli¢ino vezanih primarnih protiteles,

katerih koli¢ino v vzorcu dolo¢amo. [17]

1.8.2.2. INDIREKTNA ELISA

Pri indirektnem testu ELISA luknjice mikroplos¢ice prekrijemo z antigenom. V naslednji
stopnji v luknjice nanesemo vzorce, s katerimi dolo¢amo prisotnost specificnih protiteles. Na
antigen vezana primarna protitelesa zaznamo oziroma dokazujemo z dodatkom sekundarnih,
encimsko oznacenih protiteles, specificnih za konstantno regijo primarnih protiteles. Ob
dodatku encimskega substrata se razvije barvna reakcija, katere intenziteto dolocamo

spektrofotometricno. [20]
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Uporablja se za detekcijo specifi¢nih protiteles v vzorcu. Osnovni koraki so:

1. Na trdni nosilec vezemo znan antigen in z njim prekrijemo dno
vdolbinic.

2. Dodamo vzorec s preiskovanimi protitelesi, ki so po navadi raztopljena
v serumu druge zivalske vrste, da se izognemo vezavi drugih nespecifi¢nih protiteles.
Vzorec je mnoZica protiteles z razlicnimi specificnostmi.

3. Po spiranju nevezanih in Sibko vezanih protiteles ostanejo na antigen
vezana le iskana specifi¢na protitelesa.

4. Nanesemo sekundarna, z encimom konjugirana protitelesa, usmerjena
proti Fc regiji primarnih protiteles.

5. Speremo nevezana oznaena protitelesa. Na primarna protitelesa ostane
vezano le doloceno Stevilo sekundarnih konjugiranih protiteles.

6. Dodamo kromogen substrat, ki ob prisotnosti encima razvije barvo.

7. Detektiramo barvo. [16, 20]
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Slika 4 : Indirektna ELISA [24]
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2. NAMEN DELA

Anti-Miillerjev hormon je hormon, ki ga dolo¢amo za ugotavljanje ovarijske rezerve in
zamenjuje dosedaj klasi¢ne dolocitve foliklestimulirajo¢ega hormona. Merjenje AMH je
lahko uporabno kot pomo¢€ pri dolo¢anju ovarijske rezerve in pri napovedi izida pri oploditvi

z biomedicinsko tehnologijo. Raven AMH lahko uporabimo za oceno stopnje menopavze.

ELISA testi so encimskoimunski testi, ki se uporabljajo na principu detekcije protiteles ali
antigenov v vzorcu. Pri ELISA testu se na zadnje dodano protitelo veze encim, ki omogoci

spremembo barve substrata in posledi¢no tudi detekcijo protitelesa ali antigena, ki ga iS¢emo.

V okviru naloge bomo med seboj primerjali dve imunokemijski metodi ELISA Beckman
Coulter in ELISA DSL. Ugotovili bomo katera metoda daje boljSe rezultate in je prijaznejsa
za uporabo v klini¢nih laboratorijih. Analizirali bomo vzorce, da ugotovimo katera metoda je
bolj uporabna za analitiko, le-to bomo primerjali na skupini 46 pacientk in s statisticnimi

metodami ugotovili kaks$na je primerljivost rezultatov.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL — MATERIALI IN METODE

3.1 PRINCIP TESTA ELISA IVD BECKMAN COULTER IN NAMEN
UPORABE

To je dvo stopenjski encimsko imunski test, sendvic test za dolocanje AMH. V prvi stopnji se
AMH ujamejo na monoklonska protitelesa, ki so pritrjena na dnu mikrotitrske ploscice. V
drugi stopnji so dodana monoklonska protitelesa z vezanim biotinom, skupaj s streptavidin
peroksidazo. Protitelo z biotinom se veze na trdno fazo antigen-protitelo kompleks in v
zameno se veze s konjugatom. Po inkubaciji speremo plosco, antigen kompleks, ki ostane
vezan na nosilec, pa dolo¢amo z dodatkom kromogenega substrata. Intenziteta obarvanja

vzorca je proporcionalna koncentraciji AMH v kalibratorju. [22]

3.1.1 ZBIRANJE VZORCA, PROCESIRANJE, REDCENJE IN
SHRAMBA

J Kri zbiramo v suhe epruvetke, v epruvetke z gelom za lo¢evanje ali v

epruvetke, ki vsebuje heparin-litij ali EDTA.

J Serum oziroma plazmo lo¢imo od celic s centrifugiranjem.
o Ce je potrebno red¢imo vzorec.
o Serum ali plazma je lahko shranjena pri 2 do 8 °C, ¢e bo test izveden v

24 urah. Za daljSe shranjevanje mora biti vzorec zmrznjen pri manj kot -18°C. [22]

3.1.2. MATERIAL

e Anti-AMH protitelesa vezana na plosco: 12x8 vdolbinic
Neporabljene vdolbinice lahko shranimo pri 2 do 8°C v dobro zaprti vrecki, do datuma
uporabe.

e Reakcijski pufer AMH: 12 mL steklenicke
Pufer je stabilen pri 2 do 8 °C do datuma uporabe.

e Monoklonska protitelesa oznacena z biotinom: ena steklenicka (liofilizirana)
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Steklenicka vsebuje liofilizirana monoklonska protitelesa oznacena z biotinom v prisotnosti
govejega serumskega albumina. Rekonstitucija konjugata s predpisanim volumnom
destilirane vode. Po rekonstituciji je konjugat stabilen en teden pri 2 do 8°C ali pri temperaturi
pod -18°C, do datuma uporabe.

e AMH kalibrator (10x): ena steklenicka (liofiliziran)
Steklenicka vsebuje liofiliziran AMH v prisotnosti govejega serumskega albumina.
Rekonstitucija kalibratorja poteka s predpisanim volumnom destilirane vode za pripravo 1500
pM raztopino AMH. Po rekonstituciji je kalibrator stabilen en teden pri 2 do 8°C ali pri
temperaturi pod -18°C, do datuma uporabe. ( 1ug/L ustreza 7.14pM).

e Kalibrator 0 AMH: ena 4 mL steklenicka
Steklenic¢ka vsebuje humani serum. Kalibrator 0 je stabilen pri 2 do 8°C, do datuma uporabe.

e Spiralna tekocina (20x): Ena stekleni¢ka po 50 mL
Koncentrirana raztopina mora biti razred¢ena pred uporabo. Razred¢imo 50 mL v 950 mL
destilirane vode. Stabilnost po razredcitvi: en mesec pri 2 do 8 °C ali pri temperaturi pod -
18°C, do datuma uporabe.

e Streptavidin-HRP konjugat: ena 12mL steklenicka
Steklenicka vsebuje streptavidin in goveji serumski albumin. Reagent je stabilen pri 2 do 8°C
do datuma uporabe na kompletu.

e Substrat: ena 12 mL steklenicka
Substrat je stabilen pri 2 do 8 °C do datuma uporabe.

e Stop raztopina: ena 6 mL steklenicka
Stop raztopina je 2N Zveplena kislina. Pri tej koncentraciji je uvrS¢ena kot draZilna. Raztopina

je stabilna pri 2 do 8 °C do datuma uporabe.

3.1.3 MATERIAL, KI JE POTREBEN, NI PA PRILOZEN

Poleg standardne laboratorijske opreme je potrebna Se naslednja:
e Natan¢ne mikropipete (20-200, 200-1000uL)
e Ponovljive mikropipete (50, 100uL)
e Stresalec mikrotitrske ploscice

o Citalec mikrotitrske ploi¢ice (450 nm)
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3.1.4 PROCEDURA TESTA

Vse reagente segrejemo na sobno temperaturo in izvedemo naslednji postopek:

e Razred¢imo 50 mL spiralne raztopine (20x) z 950 mL destilirane vode.

e Raztopimo monoklonska protitelesa z biotinom s predpisanim volumnom destilirane

vode.

e Raztopimo koncentriran kalibrator s predpisanim volumnom destilirane vode.

e Pripravimo sveZe razredcitve kalibratorjev od 1500 pM do 0 pM, v plasti¢nih

epruvetah za vsako serijo, pred vsakim testom. Serije razred¢in ne smemo shranjevati.

[22]

3.1.4.1 Potek testa

Preglednica 1: Potek testa [22]

KORAK 1

KORAK 2

KORAK 3

Dodamo 25uL kalibratorja
ali vzorca in 100 pL
reakcijskega pufra v

vdolbinico.

Dodamo 50 puL protiteles z
biotinom in 50 uLb
streptavidin-HRP

Dodamo 100 pL substrata

Inkubiramo 2 uri pri 18 do

25°C s tresenjem

Inkubiramo 30 minut pri 18

do 25 °C s tresenjem

Inkubiramo 30 minut pri 18

do 25°C s tresenjem

Spiranje plosce

Spiranje plosce

Dodamo 50 pL stop
raztopine in analiziramo

plosc¢o pri 450 nm

Spiranje plosce

Ta korak je nujno potreben za loCitev vezane in proste frakcije.

Analizator ima v naprej vneSen program za izvedbo testa in izracun rezultatov.
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3.1.5 REZULTATI

Rezultati so pridobljeni iz standardne krivulje z interpolacijo. Krivulja sluzi za dolocitev

koncentracije AMH v vzorcih, ki so bili izmerjeni istocasno kot kalibrator. [22]

3.1.5.1 Standardna krivulja

Z uporabo pripravljenih kalibratorjev smo dobili naslednje odc¢itke absorbanc in sipanje

rezultatov (glede na dvojnik)

Preglednica 2: Od¢itki absorbanc in koeficienti variacije oziroma sipanje rezultatov [22]

KALIBRATOR AMH (pM) ABSORBANCA (mOD) CV (%)
150 2.252 0.1
81 1.129 1.1
27 0.412 3.1
9 0.155 1.4
3 0.073 3.1
0 0.033 8

3.1.6 PRICAKOVANE VREDNOSTI

Proizvajalec reagenta Beckman Coulter je na osnovi Studije priporocil okvirne vrednosti za

zdrave zenske, pod 38 let in z normalnim folikularnim statusom, na 3. dan menstruacije.

Vrednosti so podane v tabeli. Priporoc€ljivo je, da vsak laboratorij vzpostavi svoje referenéne

vrednosti. [22]

Preglednica 3: Pripocene vrednosti za ELISA Beckman Coulter[22]

STEVILO SUBJEKTOV SREDNJA VREDNOST OBMOCIE
(10 do 90 percentilne)
335 4.0 ng/L 2.0-6.0 ng/L
28.56 pM 14.28 — 48.55 pM
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Koncentracije AMH se ne spreminjajo skozi menstruacijski cikel in se zmanjsujejo z leti. [22]

3.1.7. KONTROLA KVALITETE

e Analiti¢na obcutljivost je definirana kot najnizja koncentracija AMH, signifikantno

razli¢na kot nicelni kalibrator. Obcutljivost je 1 pM ali 14 ng/mL. [22]

e Ta imunski test je specificen za AMH. Nemerljiva navzkrizna aktivnost v vzorcih, ki

vsebuje 150000 pM TGF f-1. [22]

e Ponovljivost v seriji in izven serije ni bila navedena v navodilih proizvajalca.

- Intra - test

Vzorci so bili testirani 12-krat v isti seriji. Koeficienti variacije so enaki ali manjsi od 12.3%

- Inter — test
Vzorci so bili testirani v duplikatih, v 11 razli¢nih serijah. Koeficienti variacije so enaki ali

manj$i od 14.2%. [22]

e Linearnost in pridobitek dodatka nista bila navedena v navodilih proizvajalca.

- Test redCenja
Vzorci visoke koncentracije so bili serijsko razredceni 1:2, 1:4, 1:8 in 1:16. Povprecen

procent izkoristka za posamezen vzorec je bil med 90 in 100 %. [22]

- Preizkus izkoristka
Vzorcem z nizko koncentracijo vzorca smo dodali znano koli¢ino AMH. Pridobljen procent

izkoristka je bil med 91.4 in 108.2%. [22]

e Merilno obmocje (od analiti¢ne obcutljivosti do najvisjega kalibratorja) metode je od 1
pM do 150 pM ali 0.14 pg/L do 21 pg/L. [22]

e Pozornost je potrebno posvetiti hemoliziranim vzorcem, katerih ne moremo testirati. Za
teste uporabljamo protitelesa in zato obstaja mozZnost za interferenco s heterofilnimi

protitelesi v pacientovem vzorcu. Pacienti, ki so bili redno izpostavljeni zivalim ali so
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prejemali imunoterapijo ali diagnosti¢ne postopke z uporabo imunoglobulinov ali
imunoglobulinskih fragmentov, lahko izlo¢ajo protitelesa, na primer HEMA, ki lahko
motijo imunske teste. Ta moteca protitelesa lahko povzro€ajo napacne rezultate. Skrbno

ovrednotimo rezultate pri pacientih, pri katerih sumimo, da imajo ta protitelesa. [22]
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3.2 PRINCIP TESTA ELISA DSL IN NAMEN UPORABE

ELISA AMH je encimsko ojacani dvostopenjski imunski test. Standarde, kontrole in vzorce
inkubiramo v mikrotitrske vdolbinice, ki so obloZene z anti-AMH protitelesi. Po inkubaciji in
spiranju dodamo v vsako vdolbinico detekcijske anti-AMH oznacene z biotinom. Po drugi
inkubaciji in spiranju dodamo streptavidin hrenovo peroksidazo (HRP). Po tretji inkubaciji in
spiranju, dodamo v vsako vdolbinico substrat tetrametilbenzidin (TMB). Nazadnje dodamo
kislo raztopino za ustavitev. Stopnjo encimskega postopka substrata dolo¢imo z merjenjem
absorbance na dveh valovnih dolzinah, pri 450 nm in med 600 in 630 nm. [zmerjena
absorbanca je direktno sorazmerna koncentraciji AMH v vzorcih. Set AMH standardov
uporabimo za zapis standardne krivulje absorbance v primerjavi s koncentracijo AMH.

Koncentracijo AMH v vzorcih lahko nato izracunamo iz standardne krivulje. [21]

3.2.1 ZBIRKA VZORCEYV IN PRIPRAVA

e PriporoCen vzorec je serum.
e Upostevamo naslednja navodila za ravnanje, procesiranje in shrambo krvnih vzorcev:
- pri zbiranju krvnih vzorcev upoStevamo rutinske previdnostne ukrepe za
venepunkcijo,
- serumske vzorce moram centrifugirati Sele po tem, ko nastane krvni strdek,
- epruvete morajo biti vedno zamasene,
- v dveh urah po centrifugiranju moramo prenesti vsaj 500 uL seruma v epruvetko za
shranjevanje. Takoj tesno zamasimo,
- tesno zamaSene epruvete shranimo pri 2 do 8°C za najve¢ 24 ur,

- Ce se test ne bo opravil v 24. urah, ali bo odposlan, je treba vzorce zmrzniti pri najmanj

-20°C.

e Pri pripravi vzorcev upostevamo naslednja navodila:

- pred analizo moramo zanesljivo odstraniti preostali fibrin in celi¢ne snovi,

- za centrifugiranje sledimo navodilom proizvajalca epruvete za zbiranje vzorca,
e izogibati se moramo ponavljajocega zmrzovanja in tajanja vzorcev,

e pri testiranju se moramo izogibati liziranih in hemoliziranih vzorcev. [21]
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3.2.2.MATERIAL

e Plosca s protitelesi (Ab plate) DSL-10-14410. Kos (stripholder) vsebuje 96
polistirenskih mikrotitrskih vdolbinic z anti-AMH IgG, ki so imobilizirani na notranjo
steno vsake vdolbinice.
e AMH standard A/ razred¢en vzorec DSL-10-14401
Ena steklenicka, 20 mL, oznacena z A, vsebuje 0 ug/L AMH v proteinskem pufru z
manj kot 0.05% ProClin 300.
e AMH standard B — G DSL-10-14402, DSL-10-14403, DSL-10-14404, DSL-10-
14405, DSL-10-14406, DSL-10-14407
Sest stekleni¢k, 0.5 mL vsaka, ozna¢ene z B — G, ki vsebujejo koncentracije priblizno
0.05,0.10, 0.25, 1.8, 7.5 in 15 pg/L AMH v proteinskem pufru z manj kot 0.05%
ProClin 300.
e AMH kontole: DSL-10-14451, DSL-10-14452
Dve steklenicki, 0.5% vsaka, oznacene z Level I in I, ki vsebujejo nizke in visoke
koncentracije AMH v proteinskem pufru z manj kot 0.05% ProClin 300.
e Konjugat AMH z biotinom: DSL-10-14420
Ena steklenicka, 11 mL, vsebuje protitelesa AMH oznacena z biotinom, v proteinskem pufru
z manj kot 0.05% ProClin 300.

e 4.6. Konjugat encim — streptavidin: DSL-10-14425
Ena steklenicka, 11 mL, vsebuje streptavidin — hrenovo peroksidazo, v proteinskem pufru in v
manj kot 10% metanola.
e 4.7. AMH testni pufer: DSL-10-14440
Ena steklenicka, 11mL, goveji serumski protein v proteinskem pufru z manj kot 0.05%
ProClin 300.

e Tetrametilbenzidin (TMB) kromogena raztopina: DSL-10-9755
Ena steklenicka, 11 mL, vsebuje raztopino tetrametilbenzidina v citratnem pufru, s hidrogen
peroksidazo.

e Spiralna raztopina I: DSL-10-4030

Ena steklenicka, 100 mL, vsebuje pufer z neionskim detergentom.

e Raztopina za ustavitev A: DSL-10-9780

Ena steklenicka, 11 mL, vsebuje 0.2M Zvepleno kislino. [21]
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3.2.3.MATERIAL, KI JE POTREBEN, NI PA PRILOZEN

Citalec mikrotitrske plosce, ki je sposoben meriti absorbanco pri 450 nm in da je
sposoben popravka dvojne valovne dolzine med 600 in 630 nm.

Deionizirana voda

Precizna pipeta za 20 in 100 pL.

Stresalec mikrotitrske plosce, ki je sposoben 500 do 700 orbitalnih vrtljajev na minuto
(rpm).

Vortex mesSalec

Vpojne materiale, ki so potrebni, za vpijanje trakov z luknjicami.

Steklene ali polistirenske cevke za enkratno uporabo. [21]

3.2.4 PROCEDURA TESTA

3.2.4.1 PRIPRAVA REAGENTOV

Spiralna tekocCina: spiralni koncentrat razred¢imo 10- krat z deionizirano vodo.
Spiralna tekocCina je stabilna en mesec pri sobni temperaturi (priblizno 25°C), ¢e jo
shranimo v tesno zaprti steklenicki. [21]

Mikrotitracijske vdolbinice: izberemo si doloceno Stevilo prevlecenih vdolbinic, ki jih
potrebujemo za test. Ostale vdolbinice, ki jih $e ne bomo uporabili, shranimo s
suSilnim sredstvom. Vrecka, v katero shranimo plo$¢o mora biti ponovno zatesnjena,

da preprec¢imo stik z vlago. [21]
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3.2.4.2 POSTOPEK TESTA

Vsi vzorci in reagenti morajo imeti sobno temperaturo (priblizno 25°C). Pred uporabo
reagente temeljito premeSamo s previdnim obrac¢anjem. Standarde, vzorce in kontrole

moramo testirati v dvojicah. [21]

v

premesati in razred¢iti s standardom A, ki ima koncentracijo 0 ng/mL. Pediatricne vzorce pred
testom razred¢imo 1:10 s standardom A (0 ng/mL). Standardov in kontrol ne razredcujemo.

[21]

e Mikrotitracijske trakove oznacimo pred uporabo.

e V primerne vdolbinice odpipetiramo 20 pL standardov, kontrol in vzorcev.

e V vsako vdolbinico dodamo 100 uL. AMH testnega pufra z uporabo precizne pipete.

e Plosco inkubiramo eno uro pri sobni temperaturi (25°C), pri tem pa jo tresemo na
orbitalnem mikrotitrskem tresalcu.

e Vsako vdolbinico petkrat speremo in izsesamo za 30 sekund s spiralno tekocino, z
uporabo avtomati¢nega spiralca mikrotitrske ploSc¢ice ali pa ro¢no, z uporabo precizne

pipete. Popivnamo in izsuSimo tako, da plos¢o obrnemo na absorbcijski papir.

e Dodamo 100 pL raztopine konjugata proitelo-biotin v vsako vdolbinico, z uporabo
precizne pipete.

e Plosco inkubiramo eno uro pri sobni temperaturi (25°C), pri tem pa jo tresemo na
orbitalnem mikrotitrskem tresalcu.

e Vsako vdolbinico petkrat speremo in izsesamo za 30 sekund s spiralno tekocino.

e Z uporabo precizne pipete dodamo 100 pL streptavidin-encim substrata v vsako
vdolbinico.

e Plosco inkubiramo pol ure pri sobni temperaturi (25°C), pri tem pa jo tresemo na
orbitalnem mikrotitrskem tresalcu.

e Vsako vdolbinico petkrat speremo in izsesamo za 30 sekund s spiralno tekocino.

e Z uporabo precizne pipete dodamo 100 pnL TMB kromogen raztopine, v vsako

vdolbinico.
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e Paziti moramo, da plos¢a ni izpostavljena neposredni soncni svetlobi.

e Plos¢o inkubiramo 10 do 15 minut pri sobni temperaturi (25°C), pri tem pa jo tresemo
na orbitalnem mikrotitrskem tresalcu.

Opomba: biti moramo zelo pazljivi, ker se barva lahko razvije hitreje ali pocasneje, kot je

priporocen inkubacijski ¢as, odvisno od lokalizirane sobne temperature. Vizualno moramo

opazovati razvijanje barve, da optimiziramo inkubacijski ¢as.

e V vsako vdolbinico dodamo 100 pL stop raztopine z uporabo precizne pipete.

e Absorbanco raztopine v vdolbinici beremo v tridesetih minutah, z uporabo
mikrotitrskega bralca na 450 nm.

Opomba:

- med merjenjem absorbance moramo nicelni standard programirati kot slepo probo,

- Ce je mozna korekcija valovne dolzine, nastavimo instrument na dvojno merjenje
valovne dolzine pri 450 nm, z ozadjem popravka valovne dolzine med 600 in 630 nm.

[21]

Postopek, ki je opisan zgoraj lahko opravimo z analizatorjem, ki ima v naprej vnesen program

za izvedbo testa in izracun rezultatov.

3.2.5 REZULTATI

3.2.5.1. STANDARDNA KRIVULJA

e [zracunamo srednjo vrednost za vsak standard, kontrolo in vzorec.

e Na y os napiSemo logaritem srednje vrednosti vsakega standarda v primerjavi z
logaritmom koncentracije AMH v pg/L na x osi, z uporabo linearne krivulje. Namesto
tega lahko podatke vstavimo v linearno os v odvisnosti od linearne osi in uporabimo,
dolgo zglajeno krivuljo.

e NariSemo krivuljo, ki najbolj ustreza sredini podvojenih tock.

e Doloc¢imo koncentracijo kontrol in standardov, z uporabo standardne krivulje. Ob tem

primerjamo srednji od¢itek absorbance z ustrezno koncentracijo AMH.
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ey

razredciti s standardom A, ter ga ponovno testirati. Pred testiranjem pediatri¢ne vzorce
razred¢imo 1:10, in sicer z uporabo standarda A.
e Ce izmerimo koncentracijo niZje kot analiti¢no obéutljivost, jo moramo upostevati kot
tako.
e Ce je potrebno, vrednost pomnozimo s faktorjem redéenja.
Opomba: e odcitki absorbance presegajo omejitve Citalnika plosc€ic, je potrebno drugo branje
pri 405 nm (z referen¢nim filtrom med 600 in 630 nm, e je na voljo). V tem primeru
nadaljujemo z izdelavo druge standardne krivulje z od¢itki absorbance vseh standardov pri
405 nm. Koncentracijo vzorcev izven standardne krivulje pri 450 nm od¢itamo iz nove
standardne krivulje. Odc¢itki nove standardne krivulje 405 nm naj ne nadomestijo od¢itkov, ki

so na standardni krivulji 450 nm. [21]

Z uporabo pripravljenih kalibratorjev smo dobili naslednje od¢itke absorbnac in kocentracij

(glede na dvojnik).

Preglednica 4: Standardna krivulja [21]

STEVILKA VSEBINA POVPRECNA | KONCENTRACIJA
LUKNJICE LUKNJICE ABSORBANCA (ng/L)
STANDARDI

Al, A2 A 0.03 (slepa) 0

Bl, B2 B 0.01 0.05

Cl1,C2 C 0.02 0.10

D1, D2 D 0.06 0.25

El, E2 E 0.39 1.8

F1, F2 F 1.50 7.5

G1, G2 G 3.13 15

3.2.6 PRICAKOVANE VREDNOSTI

Pricakovanih referen¢nih vrednosti za test ELSA DSL proizvajalec ni podal, zato smo jih
morali dolociti sami v laboratoriju. Dolocili smo mejno vrednost 0.7 do 3.5 pg/L
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3.2.7 KONTROLA KAKOVOSTI

e Analiticna obcutljivost je najnizja zaznavna koncentracija AMH, ki se razlo¢i od nicle

(AMH standard A) s 95% zanesljivostjo, je 0.006 ug/L. To vrednost smo dolo¢ili z

obdelavo kompletne krivulje sedmih kalibracijskih tock, kontrol, in osmih ponovitev

nicelnega standarda v vecih testih. Analiti¢na obcutljivost je interpolirana na tocko, ki

je dva standardna odklona od povprecnega izmerjenega signala nicelnega kalibratorja.

[21]

e Reagenti, dobljeni s kompletom, so optimizirani za merjenje koncentracij AMH v

serumu. [21]

e Ponovljivost v seriji in izven serije je navedena v preglednici 5 in 6.

Preglednica 5: Ponovljivost znotraj testna smo dolo¢ili iz srednje vrednosti vsake od

osmih ponovitev. [21]

VZOREC STEVILO SREDNJA | STANDARDNI | KOEFICIENT
VREDNOST ODKLON VARIACIJE
(ng/L) (ng/L) (%)
1 8 0.144 0.006 4.6
2 8 0.843 0.020 2.4
3 8 4.408 0.147 3.3

Preglednica 6: Ponovljivost med testom smo dolocili za 10 lo¢enih serij od srednje vrednosti

povprecnih dvojnikov. [21]

VZOREC STEVILO SREDNJA | STANDARDNI | KOEFICIENT
VREDNOST ODKLON VARIACIJE
(ng/L) (ng/L) (%)
1 10 0.149 0.012 8.0
2 10 0.850 0.041 4.8
3 10 4279 0.290 6.7

e Pridobitek dodatka je prikazan v preglednici 7.
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Analiziramo tri vzorce seruma, ki vsebujejo razli¢ne koncentracije endrogenega AMH,

obogatenega z razli¢nimi koli¢inami AMH. [21]

Preglednica 7: Pridobitek dodatka oziroma izkoristek

ENDROGENA | DODANA | PRICAKOVANA | OPAZOVANA | IZKORISTEK
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
1 0.164 0.2 0.361 0.392 109
2 0.917 0.2 1.117 1.125 101
3 4.527 0.2 4.727 4.639 98

e Linearnost je prikazana v preglednici 8.

Dva serumska vzorca razred¢imo z 0 pg/L AMH standardom in analiziramo. [21]

Preglednica 8: Linearnost

VZOREC FAKTOR PRICAKOVANA | OPAZOVANA | 1ZKORISTEK
REDCENJA (ug/L) (ug/L) (%)
N/A N/A 0.88 N/A
1:2 0.44 0.40 91
1 1:4 0.22 0.18 82
1:8 0.11 0.08 75
1:16 0.055 0.049 89
N/A N/A 10.6 N/A
1:2 5.3 5.1 96
2 1:4 2.65 2.65 100
1:8 1.33 1.18 89
1:16 0.66 0.53 80

e Pri testnih protitelesih obstaja moznost interference s hemofilnimi protitelesi v vzorcu.

Ljudje, ki so v stalnih stikih z zivalmi, so morda prejemali imunoterapijo, ali so bili

podvrzeni diagnosti¢énim postopkom z uporabo imunoglobulinov ali

imunoglobulinskih fragmentov, lahko proizvajajo protitelesa, na primer HAMA, ki
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motijo test. Prav tako so lahko prisotna v vzorcu druga hemofilna protitelesa, kot so

¢loveska proti-kozja protitelesa. [21]

Ce je prisotna mikrobioloska kontaminacija ali ¢ezmerna motnost, zavrzemo
steklenicko. [21]
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4 REZULTATI

4.1. VZORCI

Analizirali smo rezultate meritev koncentracije 46. vzorcev seruma pacientk, ki smo jih

odvzeli v treh letih, med leti 2007 in 2010. V povprecju so stare 29.6 let, s standardnim

odklonom 6.1 let.

Preglednica 9: Tabela koncentracij, izmerjenih z dvema metodama za doloCanje Anti -

Miilerjevega hormona v pg/L.

ZAPOREDNA STAROST METODA DSL METODA
STEVILKA ZENSKE AMH pg/L BECKMAN
VZORCA AMH pg/L

1 35 0,1 0,3

2 32 0,3 0,5

3 19 0,3 0,6

4 24 0,2 1,5

5 33 0,1 2,1

6 34 0,2 1,8

7 40 0,2 1,7

8 22 0,5 1,0

9 37 0,5 1,1

10 37 0,5 2,1

11 32 0,4 2,0

12 29 0,6 2,0

13 32 0,6 1,7

14 32 0,6 1,8

15 27 0,8 1,9

16 34 0,7 2,1

17 19 1,0 4,2
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18 34 0,9 3,5
19 26 0,8 3,0
20 31 0,8 3,5
21 28 0,9 42
22 24 0,0 43
23 30 1.1 5,0
24 29 1,0 4,2
25 29 1,0 45
26 26 1,2 5,0
27 39 12 6,1
28 19 0,5 7,0
29 34 1,7 6,1
30 33 1,7 6,8
31 34 1,4 8,1
32 33 2,1 7,8
33 31 1,9 9,0
34 35 1,8 8,9
35 28 1,7 11,0
36 26 2.8 7,9
37 33 2,5 12,1
38 47 3,5 14,8
39 32 3,0 14,0
40 31 2,0 9,0
41 29 3,0 13,8
42 21 2,9 14,6
43 18 4,0 18,1
44 22 3,8 19,0
45 21 3,8 17,9
46 25 4,0 19,0
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4.2 STATISTICNI PROGRAM

Za statisti¢no obdelavo zbranih podatkov smo uporabili statisti¢ni program Statistica — basic
statistic and tables in MedCalc. Za preverjanje hipoteze o normalni porazdelitvi vrednosti

koncentracij Anti Miillerjevega hormona v serumu smo uporabili Kolmogorov-Smirnov test.

4.3 OBDELAVA PODATKOV

Najprej smo podatke vsake preiskovane metode statisticno obdelali posebej. Nato pa

smo rezultate primerjali z doloCenimi testi Se med sabo.

4.4 SKUPINSKA ANALIZA

Najprej smo s pomocjo Kolmogorov-Smirnovega testa testirali normalno porazdelitev
koncentracij anti-Miillerjevega hormona za vsako metodo posebej, hkrati pa smo s tem testom
izraCunali Se povprecno vrednost in standardno deviacijo rezultatov. V naslednjem koraku
smo preverili, ¢e se srednji vrednosti med seboj statisti¢no razlikujeta, na koncu pa smo

izracunali Se korelacijo med obema metodama.
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4.5 REZULTATI METODE DSL

Preglednica 10: Statisti¢ni podatki za metodo ELISA DSL

STATISTICNI PODATKI DSL
Stevilo vzorcev 46
Najnizja vrednost 0.1000
Najvisja vrednost 4,0000
Aritmetiéna sredina 1,4239
95% interval zaupanja za povprecje 1.0789 do 1.7689
Mediana 1.000
95% interval zaupanja za mediano 0.7353 do 1.7000
Varianca 1.3499
Standardna deviacija 1.1618
Relativna standardna deviacija 0.8159 (81.59%)
Standardna napaka srednje vrednosti 0.1713
Kolmogorov-Smirnov test za normalno Sprejemanje normalnosti (P=0.076)
distribucijo
Percentil 2.5 0.1000
Percentil 5 0.1800
Percentil 10 0.2100
Percentil 25 0.5000
Percentil 75 2.0000
Percentil 90 3.4500
Percentil 95 3.8400
Percentil 97.5 4.0000

Normalnost podatkov smo preverili s pomoc¢jo Kolmogorov-Smirnovega testa za normalno
populacijo. Rezultat za metodo DSL je 0.076. Ker je dobljena vrednost vi§ja od 0.05, pomeni,
da so se vrednosti koncentracij Anti-Miillerjevega hormona v serumu porazdelile normalno.
Povprec¢na koncentracija Anti-Miillerjevega hormona v serumu Zensk, ki je bila izmerjena z
metodo DSL, je bila 1.4239 pg/L. Vrednost je pod referentnim intervalom za normalno

populacijo, ki znasa 3.5 do 7 pg/L. Vrednosti grafi¢no prikazujeta sliki 5 in 6.
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Porazdelitev koncentracij AMH z metodo DSL
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Slika 5: Porazdelitev koncentracij z metodo DSL

Graficni prikaz razporeditve koncentracij AMH z metodo DSL
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Slika 6: Prikaz razporeditve koncentracij Anti-Miillerjevega hormona z metodo DSL



4.6 METODA BECKMAN COULTER

Preglednica 11: Statiisti¢ni podatki za metodo ELISA Beckman Coulter

STATISTICNI PODATKI BECKMAN COULTER
Stevilo vzorcev 46
Najnizja vrednost 0.3000
Najvisja vrednost 19.0000
Aritmeti¢na sredina 6.4478
95% interval zaupanja za povprecje 4.8149 do 8,0808
Mediana 4.4000
95% interval zaupanja za mediano 2.2480 do 7.5173
Varianca 30.2399
Standardna deviacija 5.4991
Relativna standardna deviacija 0.8529 (85.29%)
Standardna napaka srednje vrednosti 0.8108
Kolmogorov-Smirnov test za normalno Sprejemanje normalnosti (P=0.134)
distribucijo
Percentil 2.5 0.4300
Percentil 5 0.5800
Percentil 10 1.1400
Percentil 25 2.0000
Percentil 75 9.0000
Percentil 90 14.7800
Percentil 95 18.2800
Percentil 97.5 19.0000

Normalnost podatkov smo preverili s pomoc¢jo Kolmogorov-Smirnovega testa za normalno
populacijo. Rezultat za metodo Beckman Coulter je 0.134. Ker je dobljena vrednost visja od
0.05, pomeni, da podatki signifikantno ne odstopajo od normalne porazdelitve.

Povpre¢na koncentracija Anti-Miillerjevega hormona v serumu Zensk, ki je bila izmerejna z
metodo Beckman Coulter, je bila 6.4478 pg/L. Vrednost je v referentnem intervalu za

normalno populacijo, ki znasa 2.0 do 6.8 pug/L. Vrednosti graficno prikazujeta sliki 7 in 8.
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Porazdelitev koncentracij AMH z metodo BECKMAN
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Slika 7: Porazdelitev koncentracij Anti-Miillerjevega hormona z metodo Beckman Coulter

Graficni prikaz razporeditve koncentracij AMH z metodo BEC
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Slika 8: Razporeditev koncentracij Anti Miillerjevega hormona z metodo Beckman Coulter
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5 SKUPINSKA PRIMERJAVA REZULTATOV

V diplomski nalogi smo primerjali dve imunokemijski metodi (DSL — Diagnostic System
laboratories in Beckman Coulter) za merjenje Anti Miillerjevega hormona. Z metodama smo
pregledali 46 Zensk in jim dolocili ovarijsko rezervo. Od 46 vzorcev smo z diagnosti¢no
metodo DSL dolo¢ili 14 (30.43%) vzorcev z znizano vrednostjo AMH, 28 (60.87%) vzorcev
z normalno koncentracijo AMH in 4 (8.70%) vzorcem smo dolo¢ili poviSano vrednost AMH.
Z metodo Beckman Coulter pa smo dolocili 11 (29.91%) vzorcev z znizanimi vrednostmi
AMH, 19 (41.30%) vzorcev je imelo normalno koncentracijo AMH in 16 (34.78%) vzorcev s

povisano koncentracijo.

Preglednica 12: Ujemanje mejnih vrednosti rezultatov metod

UPORABLJENE | STEVILO STEVILO STEVILO
MEJNE ZENSK S ZENSK Z ZENSK Z
VREDNOSTI POVISANO MEJNO ZNIZANO
ng/L VREDNOSTJO | VREDNOSTJO | VREDNOSTJO
DSL 0.7-3.5 4 (8.70%) 28 (60.87%) 14 (30.43%)
BECKMAN 2.0-6.8 16 (34.78%) 19 (41.30%) 11 (23.91%)
COULTER
RAZLIKA 26.08% 19.57% 6.52%
MED
METODAMA

Z imunoloS8ko metodo Beckman Coulter smo odkrili 26,08% ve¢ vzorcev s poviSano
koncentracijo AMH, z imunolosko metodo DSL pa smo odkrili 19.57% ve¢ vzorcev z
normalno vrednostjo AMH in 6.52% ve¢ vzorcev z zmanjSano vrednostjo.

NajmanjSe odstopanje med metodama se je pokazalo pri Stevilu vzorcev z zmanjSano

vrednostjo AMH.
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Primerjava koncentracij AMH
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Slika 9: Primerjava koncentracij AMH

IzraCunali smo enacbo regresijske premice in korelacijski koeficient. Na sliki je diagram
regresijske premice, z upoStevanjem 95% meje zaupanja in 95% napovedane vrednosti.
Enacba regresijske premice je y= 0.1486 + 0.2027 x. Korelacijski koeficient je 0.9657, ki

kaZe na to, da je statisticna povezanost med rezultati dobra.

Regresijska premica pri analizi AMH
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Slika 10: Regresijska premica pri analizi AMH (spremenljivka x je Beckamn Coulter,

spremenjlivka y je DSL)
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Slika 11: Korelacija rezultatov AMH
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6 RAZPRAVA

AMH ni le oznacevalec populacije majhnih antralnih foliklov, temve¢ tudi napovednik

kakovosti oocitov.

AMH dolo¢amo z imunokemijskimi metodami. Pri diplomi smo uporabili dve metodi ELISA,
katerih rezultate smo primerjali med sabo. Encimskoimunski test ELISA je hiter ter visoko
obcutljiv, uporaben pa je za vecje molekule, ki imajo vsaj dva epitopa, ki se ne prekrivata.
Primerjali smo metodi ELISA Beckman Coulter in ELISA DSL. Rezultate smo pridobili iz
kalibracijske krivulje z interpolacijo. Krivulja sluzi za dolocCitev koncentracije AMH v
vzorcih, ki so bili izmerjeni isto¢asno kot kalibrator. Pri metodi ELISA DSL merimo

absorbanco na dveh valovnih dolzinah.

Analizirali smo 46 vzorcev seruma pacientk. V povprec¢ju so stare 29,6 let. Vsi testi z obema
metodama so bili izvedeni po navodilih proizvajalca. Med zenskami, ki smo jim z obema
metodama merili koncentracijo AMH, je 25 Zensk starejSih od 30 let. Med temi Zenskami je
12 zensk, ki imajo znizane vrednosti AMH, to je 48%. Zensk mlajih od 30 let je 21. Od teh
ima znizane vrednosti 5 zensk. To je 24%. Kar pomeni, da ima dvakrat ve¢ zensk po 30. letu
znizane vrednosti AMH. To se ujema s trditvijo, da zacne po 30. letu plodnost pocasi padati,

po 40. letu pa drasti¢no pade.

Mejne vrednosti metod ELISA DSL in ELISA Beckman Coulter se razlikujejo, ker se pri
metodah uporabljajo razli¢na protitelesa. Mejno vrednost za koncentracijo AMH v serumu pri
metodi ELISA DSL je priporocil proizvajalec, to je 0.7 — 3.5 pg/L. Ker pa za metodo ELISA
Beckman Coulter proizvajalec ni podal nobenih priporo€ljivih vrednosti, smo jih dolocili v
laboratoriju. Mejna vrednost za kocentracijo AMH v serumu pri metodi ELISA Beckman

Coulter je 2.0 — 6.8 pg/L.

Iz rezultatov lahko razberemo, da je testiranje z dvema metodama pokazalo, da ima vecina
testiranih vzorcev normalno koncentracijo AMH. Vrednosti koncentracij AMH izmerjenih z
obema metodama so porazdeljene normalno in signifikantno ne odstopajo od normalne
porazdelitve. Najvecje odstopanje med metodama se je pokazalo pri Stevilu vzorcev s
poviSano koncentracijo AMH. Visoke vrednosti AMH so lahko zavajajoce, zaradi sindroma

policisticnih jajénikov. Pri teh zenskah bi bila potrebna Se ocenitev jajénikov s
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transvaginalnim ultrazvokom in Stetjem antralnih foliklov. Zaradi tako velikega odstopanja pri
poviSanih vrednostih, lahko sklepamo, da je zgornja mejna vrednost pri metodi ELISA

Beckman Coulter vprasljiva.

Najmanjse razlike v rezultatih pa so se pokazale pri Stevilu vzorcev z zmanjsano vrednostjo
AMH. To potrjuje teorijo, da bi morala biti zgornja mejna vrednost pri Beckman Coulter visja

od 6.8 pg/L.

Povprecna vrednost izmerjena z metodo DSL je pod intervalom normalne populacije,
vrednost izmerjena z metodo Beckman Coulter pa je v intervalu normalne populacije. Z

izrac¢unom korelacije pa smo ugotovili, da se lahko odlo¢imo za zamenjavo metod.

Pri nasi raziskavi smo ugotovili, da so koncentracije AMH 4.53-krat nizji z metodo DSL, kot
z metodo Beckman Coulter. Sklepam, da je to zato, ker metodi uporabljata razli¢na
protitelesa. Ti rezultati se ujemajo s Studijo, pri kateri so primerjali metodi DSL in Beckman
Coulter na 276. vzorcih seruma. Njihova raziskava kaZe da so rezultati z metodo ELISA DSL

5.05-krat nizji kot ELISA Beckman Coulter. [26]

Pri napovedovanju ovarijske rezerve je raziskava, ki so jo opravili v SpecialisticCnem
biomedicinskem laboratoriju v Franciji, pokazala, da je metoda Beckman Coulter bolj

uporabna pri postopkih umetne oploditve kot metoda ELISA DSL. [25]

V neki raziskavi, ki je bila izvedena na 69. Zenskah, so izvedli simultano dolocCitev duplikatov
seruma z obema metodama. Kljub uporabi razlicnih ELISA testov, ni bilo ugotovljene
signifikantne razlike med koncentracijo AMH pri Zenskah, ki so nosece in pri Zenskah, ki
niso. To pomeni, da level AMH v serumu ni dober pokazatelj nose¢nosti. Zanimivo, AMH pa
se je izkazal za dobrega pokazatelja negativnega rezultata. Z uporabo metode Beckman
Coulter imajo vse nosece Zenske koncentracijo AMH nad 1.4 pg/L. Po drugi strani pa niso
odkrili nobene mejne vrednosti pri metodi DSL. Tako da se je koncentracija AMH v serumu,
z uporabo metode Beckman Coulter, izkazala za zelo zanimivo pri negativni napovedni
vrednosti za nose¢nost. [25] Ta raziskava potrjuje, da je metoda ELISA Beckman Coulter bolj

uporabna od ELISA DSL na vecih podrocjih.
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ZmanjSana ovarijska rezerva in starost zenske imajo direktni vpliv na postopke umetne
oploditve. Uspeh zunajtelesne oploditve je mo¢no odvisen od protokola optimalne stimulacije
jajénikov, ki poskrbi za zadostno Stevilo oocitov dobre kvalitete. Pomembna je

individualizacija protokola stimulacije glede na leta, endokrini status in ovarijski status. [25]

63



7 SKLEP

Namen moje diplomske naloge je ugotoviti, katera metoda je boljSa za uporabo v klinicnem

laboratoriju, obenem pa poiskati razlike med njima.

e Metodi uporabljata razlicna protitelesa, zato so vrednosti in referen¢ne vrednosti
drugacne.

e Ni bistvenega pomena katero metodo bi uporabili, vendar sem se odloc¢ila za metodo,
ki ima manjSe koeficiente variacije pri ponovljivosti v seriji in izven serije, to je
metoda ELISA Beckman Coulter.

e PrijaznejSa za uporabo v klinicnem laboratoriju je metoda Beckman Coulter, ker
absorbanco merimo na eni valovni dolZini, pri metodi DSL pa absorbanco merimo na
dveh valovnih dolzinah.

e Rezultati so primerljivi, najvecja razlika je pri pacientki Stevilka 28, kjer metoda DSL
kaze znizano vrednost AMH, metoda Beckman Coulter pa poviSano vrednost. Vzorec

smo ponovili in potrdili povisano vrednost z reagentom Beckman Coulter.

Med strokovnjaki prevladuje mnenje, da je neplodnosti ¢edalje ve¢. Vzroke za to iS¢ejo v
narascanju vnetij Zenskega spolnega sistema, v spolno prenosljivih boleznih in v odlasanju pri
odlocitvi za prvega otroka. Nedvomno pa se ugotovi veliko ve¢ primerov neplodnosti tudi
zaradi novih diagnosti¢nih in terapevtskih postopkov, kot je dolocanje Anti-Miillerjevega

hormona.
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