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1. UVOD
1.1. ANTI - MULLEROV HORMON

1.1.1. Uloga u fiziologiji jajnika

Anti — Miillerov hormon (AMH) je otkriven 1950-ih godina od strane Alfred Josta i suradnika
kao vazan ¢imbenik ukljuc¢en u diferencijaciju unutarnjih spolnih organa embrija. Naime,
AMH sintetiziraju fetalni testisi koji dovode do regresije Miillerovih kanala, a kod Zena
diferenciraju u maternicu, jajovode i gornje dijelove vagine (di Clemente i sur., 2021).

Anti — Miillerov hormon je homodimerni glikoprotein koji pripada superporodici
tranfomirajué¢eg ¢imbenika rasta beta (TGF- B). Sintetizira se u obliku monomera koji se
disulfidnom vezom povezuje s drugim monomerom formiraju¢i AMH prekursor. Aktivira se
cijepanjem na konsenzusnom jednobaznom mjestu cijepanja izmedu Arg427 i Ser428,
rezultiraju¢i u N-domeni i C-domeni povezanim u nekovalentni kompleks. U C-domeni se
nalazi aktivno mjesto AMH. Svoje djelovanje vrsi preko specificnog receptora tip 2, AMHR2
te receptora tip 1, koji uklju¢uju ALK2/ACVR1, ALK3/BMPR1A, ili ALK6/BMPR1B.
Nakon cijepanja prekursora, AMH se veze na AMHR?2 te dolazi do disocijacije N-
terminalnog dijela AMH i vezanja C- terminalnog dijela za receptor tipa 1. Fosforilacija
receptora dovodi do daljnje fosforilacije SMAD proteina (odnosi se na homologiju
Caenorhabditis elegans SMA i MAD obitelji gena u Drosophili) koji se translociraju u jezgru
te reguliraju gensku ekspresiju (di Clemente i sur., 2021).

Kod zena, AMH ima temeljnu ulogu u folikulogenezi. Ekspresija AMH zapoc¢inje u granuloza
stanicama regrutiranih primordijalnih folikula u 36. gestacijskom tjednu i traje do menopauze
(Visser i Themmen, 2005). Njegova ekspresija raste tijekom faza rasta folikula, a najveca je u
preantralnim i malim antralnim folikulama. Rastu¢a razina AMH je utvrdena kod folikula do
8 mm veli¢ine, dok kod onih veéih naglo opada (Moolhuijsen i Visser, 2020).

Postoji uskladena ravnoteza izmedu izlu¢ivanja estradiola iz preovulacijskog folikula i
gonadotropinske sekrecije luteiniziraju¢eg hormona (LH) i folikulostimuliraju¢eg hormona
(FSH) iz hipofize kako bi se ovulacija dogodila u pravom vremenu (Dewailly i sur., 2014).
FSH stimulira rast i diferencijaciju folikula, dok LH pridonosi zavr$snom sazrijevanju i okidac
je ovulacije. In vitro je dokazano da FSH potice ekspresiju AMH, no u in vivo uvjetima to nije
moguce utvrditi jer u mediju gdje su prisutni androgeni dolazi do interferencije estrogena na
razini AMH (di Clemente i sur., 2021).



Estrogeni se sintetiziraju djelovanjem enzima aromataze iz androgena kojeg izlucuju teka
stanice, pod utjecajem FSH na rastu¢i folikul. Tijekom folikulogeneze sekrecija AMH opada
porastom razine estradiola (di Clemente i sur., 2021). Anti-Miillerov hormon ima vjerojatno
znacajnu ulogu u selekciji dominantnog folikula. Naime, nakon selekcije ekspresija AMH i
razina proteina naglo opada. Estradiol (E2) je kljuc¢an u ovom padu jer kroz E> receptor 8
reagira s AMH promotorskom regijom. Anti-Miillerov hormon u biti djeluje kao cuvar
folikula te osigurava da svaki mali antralni folikul sintetizira malo E2 prije selekcije,
dopustajuéi izravnu komunikaciju ovarija i hipofize koja pak regulira selekciju dominantnog
folikula (Slika 1) (Dewailly i sur., 2014).

Anti-Miillerov hormon se smatra negativanim regulatorom ranog razvoja folikula (La Marca i
Volpe, 2006). Postoji konsenzus da AMH inhibira diferencijaciju rastu¢ih folikula tijekom
FSH — ovisne i neovisne faze folikulogeneze. Aromataza (CYP19A1) i broj receptora
luteiniziraju¢eg hormona (LHR), dva biljega diferencijacije granuloza stanica, reducirani su
pod utjecajem AMH u granuloza stanicama nezrelih $takora i svinja. Dokazano je da su
folikuli vise osjetljivi na djelovanje FSH kod izostanka djelovanja AMH. Geni ukljuceni u
steroidogenezu u granuloza stanicama poput CYP19A1, CYP11A, LHR, AR (nuklearni
androgeni receptor) i Star (steroidogeni akutni regulatorni protein) su potisnuti pod utjecajem
AMH u in vitro gonadotropinima stimuliranim uvjetima te u in vivo uvjetima. Takoder
inhibitorni efekt na FSH moze biti pojasnjen potiskivanjem ekspresije FSH receptora
djelovanjem AMH (di Clemente i sur., 2021). Isto tako bez prisustva AMH dolazi do rasta
poveéanog broja folikula i ubrzanog smanjenja bazena primordijalnih stanica. Takoder je
pokazano da oocite poticu AMH ekspresiju granuloza stanica ovisno o fazi razvoja oocite.
Slijedom navedenog, oocite u bazenu rastucih folikula kontroliraju bazen primordijalnih

folikula kroz ekspresiju inhibiraju¢eg ¢imbenika AMH (La Marca i Volpe, 2006).
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Slika 1. Shematski prikaz djelovanja AMH u jajnicima (preuzeto iz Dewailly i sur. (2014) uz
dopustenje izdavaca).



1.1.2. Klini¢ki znacaj

Ovarijska rezerva, koncept koji opisuje kvantitativno i kvalitativno stanje oocita u odredenom
trenutku, dobila je na znacenju kako je medicinski pomognuta oplodnja postala sve rasirenija.
Krajem 2000-tih pokazana je korisnost i prednost AMH kao biljega ovarijske rezerve za
predvidanje slabih i jakih odgovara na stimulaciju gonadotropinima. Na temelju ovoga
otkri¢a, napravljeni su nomogrami koji uzimaju u obzir serumsku koncentraciju AMH kako bi
se razvio 1 optimizirao protokol za stimulaciju, ukljucujuéi inicijalnu dozu FSH sve s ciljem
smanjenja rizika od izostanka ciklusa ili hiperstimulacijskog sindroma. Utvrdena je linearna
korelacija izmedu prinosa oocita i serumske koncentracije AMH. Dodatno, Zzene s nizom
koncentracijom AMH imaju nizu stopu uspjesnosti trudnoce, no grani¢na vrijednost jos uvijek
nije odredena te za zene koje imaju nisku serumsku koncentraciju AMH ne mozemo
pretpostaviti vrlo nisku moguénost trudnoce (lwase i sur., 2018).

Mjerenje serumske koncentracije AMH u zdravoj populaciji se moze koristiti za predvidanje
menopauze. Vr$na koncentracija AMH u zena se postize oko 25 godine zivota, nakon ¢ega se
postepeno smanjuje. Pet godina prije menopauze koncentracija AMH pada ispod mjerljive
razine. Dokazano je da kod Zena koje u odredenoj dobnoj skupini imaju nize razine AMH,
menopauza nastupa ranije. Takoder je utvrdeno da je AMH bolji prediktor menopauze u
kombinaciji s godinama nego broj antralnih folikula i FSH. Problematika lezi u ¢injenici da
koncentracije serumskog AMH jako variraju unutar odredene dobne skupine $to nas navodi
da ispitamo odgovara li jednaka koncentracija AMH u razli¢itim dobnim skupinama jednakoj
ovarijskoj rezervi. Provedbom longitudinalnih studija kojima bi se odredivala ovisnost
koncentracije serumskog AMH o dobi mogli bi do¢i do zakljuc¢aka o vremenu nastupa
menopauze. Ujedno brzina pada koncentracije AMH varira medu zenama, te visoka
koncentracija AMH u ranoj reproduktivnoj fazi Zivota ne mora nuzno upucivati na vrlo kasni
nastup menopauze. Anti-Miillerov hormon ne moze biti koristen kao biljeg kvalitete embrija
i/ili stope uspjesnosti trudnoce jer je teSko predvidjeti razvoj embrija. Uz navedeno, AMH
odredivan u folikularnoj teku¢ini bolji je pokazatelj kvalitete oocite nego serumski AMH
(lwase i sur., 2018).

Sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS) je ucestali endokrini sindrom u zena reproduktivne dobi
koji se manifestira u obliku cisti na jajnicima. Mali antralni folikuli koji stvaraju AMH ujedno
su i dio uvecanih cisti¢nih folikula kod zena s PCOS. Shodno tome, za pretpostaviti je da je
razina AMH povecana u tih Zena. Za dijagnozu PCOS predlozena je grani¢na vrijednost od

4,7 ng/mL (uz 82,8 % osjetljivost, 79,4 % specifi¢nost). Nadalje, postavljene su granice



stratificirane ovisno o dobi pacijenta koje su pridonijele postavljanju ispravne dijagnoze
PCOS. Kod tezih slu¢ajeva koncentracije AMH su vise. Kako je PCOS sindrom heterogenog
porijekla, AMH moze korelirati s drugacijim patologijama PCOS jer AMH ustvari suprimira
rast folikula. Prema novijim publikacijama, omjer AMH i broja antralnih folikula (AFC) je
signifikantno visi u fenotipu A i D nego u fenotipu C, §to upucéuje na vaznu ulogu AMH u
PCOS povezanoj anovulaciji (Iwase i sur., 2018).

AMH odreden u serumu ima svoju svrhu i u procjeni ovarijske rezerve pacijenata nakon
kemoterapije za bolesti poput raka dojke, hematoloSkih maligniteta, sarkoma te ginekoloskih
maligniteta. On je bitan alat u savjetovanju Zena koje su prosle kemoterapiju, u situaciji kada
zele planirati obitelj u buduénosti. No, kod nekih zena iako je AMH bio nemjerljiv,
menstruacija nakon kemoterapije ostala je normalnom. Ovdje do izraZzaja dolazi odabir
koristene metode odredivanja, buduéi da se u slucaju osjetljivije metode AMH ipak moze
detektirati. Korelacija izmedu koncentracije serumskog AMH i buduce plodnosti jos$ nije
sasvim utvrdena i zahtjeva daljnja istrazivanja. Serumski AMH se koristi kako bi se
procijenila ovarijska rezerva i nakon cistektomije uslijed endometrioze. Rizi¢ni ¢imbenici
poput bilateralne operacije, tezeg oblika endometrioze, vecih cisti i terminalnog oste¢enja

utjecu na koncentraciju postoperativnog AMH (lwase i sur., 2018).

1.1.3. Metode odredivanja

Klini¢ka vaznost odredivanja AMH dovela je do razvitka nekoliko metoda za odredivanje
AMH. Trenutno se najce$ce koriste ruéne metode koje ukljucuju modificirani Gen II test
(Beckman Coulter), ultra osjetljivu AMH enzimimunoanalizu (ELISA) i picoAMH test (oba
Ansh Labs) koji koriste drugacija antitijela od Gen 11 AMH testa. picoAMH test je poboljsane
donje granice osjetljivosti, rezultirajuci granicom detekcije od 1,3 pg/mL, dok Gen Il ima
granicu od 0,8 ng/mL. Pomak granice detekcije dovodi do znac¢ajnog unaprjedenja u
odredivanju AMH, posebice u sluc¢ajevima vrlo niske ovarijske rezerve. Nadalje, postoje dvije
automatizirane metode odredivanja AMH, Access AMH (Beckman Coulter) i Elecsys
(Roche), koji su dostupni za rutinsku primjenu. Oba rabe ista antitijela kao Gen 11 test.
Direktna usporedivost ovih testova predstavlja dijagnosticki problem. Razlika u vrijednostima
kod primjene ru¢nih metoda moze biti opravdana koristenjem razlicitih antitijela koja mogu
dovesti do detekcija razli¢itih izoformi AMH. Stabilnost uzorka te efekt matriksa koji utjecu
na medulaboratorijsku usporedivosttakoder mogu pridonijeti razlikama u dobivenim
rezultatima. Razvoj automatiziranih metoda pridonio je povecanju preciznosti, ponovljivosti,

brzini odredivanja te je superiorniji nacin odredivanja u odnosu na ru¢ne metode. Nadasve, i



dalje postoji nedostatak internacionalnog standarda sto dodatno pridonosi tezoj usporedivosti
razli¢itih metoda za odredivanje AMH. Nedostatak internacionalnog referentnog pripravka
prema kojem su umjerene sve koriStene metode za odredivanje AMH ogranicava razvoj
harmoniziranih grani¢nih vrijednosti koje bi poboljsale kvalitetu brige o pacijentima i
sprije¢ile nepouzdanu interpretaciju rezultata uzrokovanu analitickom varijabilno§¢u metoda
za odredivanje AMH. Ujedno, razvoj internacionalnog referentnog pripravka, bitan je za
identifikaciju i klini¢ku relevantnost izoformi AMH. Trenutno dostupne metode detektiraju
proAMH i AMHNnc (25 kDa C-terminalna zrela regija; 110 kDa N-terminalna proregija).
Malo se zna o drugim izoformama i njihovoj prisutnosti u cirkulaciji. lako je AMHc aktivna
izoforma AMH, nije ga moguce detektirati u cirkulaciji posto se javlja tek nakon vezanja
AMHNn c na receptor. U normoovulirajucih Zena, proAMH ¢ini svega 3 % ukupnog
cirkuliraju¢eg AMH. Ovaj rezultat mora biti interpretiran s oprezom jer je mogué utjecaj
matriksa na konformaciju izoforma. Trenutno jo$ uvijek nije razjasnjeno ima li odredivanje
razli¢itih izoformi ili njihovih udjela klini¢ki znac¢aj koji je vazniji od odredivanja

koncentracije ukupnog AMH (Moolhuijsen i Visser, 2020).

1.2. INHIBIN B

1.2.1. Uloga u fiziologiji jajnika

Inhibini su glikoproteini koje sintetiziraju granuloza i teka stanice jajnika. Postoje najmanje
dva aktivna molekulska oblika u cirkulaciji, inhibin A i inhibin B. To su heterodimeri koji se
sastoje od a podjedinice i Ba (inhibin A)ili Bg (inhibin B) podjedinice. Djeluju na aktivinske
receptore tipa 1 i 2 koji sadrZe izvanstani¢énu domenu (veze hormon), transmembransku regiju
te serin/treonin kinaznu unutarstani¢nu domenu. Efekti inhibina su antagonisti¢ki aktivinima.
U prisustvu specifi¢nih inhibin-vezuju¢ih molekula poput betaglikana Stanice veZu inhibin
vec¢im afinitetom od aktivina (Luisi i sur., 2005).

Inhibin B je hormon specifi¢an za granuloza stanice, a izlucuje se iz rastuceg folikula.
Cirkulirajuc¢e koncentracije manifestiraju folikularnu sintezu. Prema tome, vrsna

tekucine skupine folikula u tom stadiju ciklusa, posebice one dominantnog folikula. Pokazano
je da folikuli promjera 10-12 mm prikazuju vr$nu koncentraciju inhibina B, koja je unutar
folikula tisu¢u puta veca nego u cirkulaciji. Sinteza inhibina B je pod regulacijom FSH Sto

upucuje na klasi¢nu hormonsku povratnu spregu, u kojoj FSH stimulira izlu¢ivanje hormona



koji zauzvrat inhibiraju otpustanje FSH iz hipofize. Smanjenje koncentracije FSH u
ranoj/srednjoj folikularnoj fazi zasluzno je za orkestraciju ovulacije jednog folikula u Zena, a
primarno je regulirana sekrecijom inhibina B iz dominantnog folikula. Sekrecija inhibina B
potaknuta je djelovanjem FSH na granuloza stanice, tj. kiselim izoformama koje se izlu¢uju
kada su razine E> niske. Odabrani folikul po¢inje pokazivati pove¢anu ekspresiju aromataze,
ali manje nego §to je sekrecija inhibina B jer je kisela izoforma manje efikasna u poticanju
ekspresije aromataze. Par dana prije ovulacije dolazi do rasta koncentracije E2 u cirkulaciji §to
utjeCe na hipofizu koja zauzvrat secernira manje kiselu izoformu FSH koja nadalje dodatno
stimulira sekreciju E> te kona¢no dolazi do ovulacije zrele oocite (Slika 2).

Teka stanice pod utjecajem visokih koncentracija inhibina B poveéavaju nastajanje androgena
(androstendiona). Postoji jaka povezanost izmedu intrafolikularne razine inhibina B i
intrafolikularne razine androstendiona i testosterona, te izmedu inhibina B i odgovaraju¢ih
razina mRNA u granuloza stanicama za receptor folikulostimuliraju¢eg hormona (FSHR), LH
receptor i CYP19A1. Zaklju¢no inhibin B ima vazan parakrini uc¢inak u osiguravanju
androgenih supstrata za skupinu folikula od kojih ¢e dominantni biti odabran. Intrafolikularne
razine androgena poticu ekspresiju FSHR koja dovodi do povecane ekspresije LHR i

nastavak rasta (Yding Andersen, 2017).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja inhibina B u selekciji dominantnog folikula tijekom
menstruacijskog ciklusa (preuzeto iz Yding Andersen (2017) uz dopustenje izdavaca).



1.2.2 Klinic¢ki znacaj

Kako koncentracija inhibina B odrazava broj aktiviranih malih folikula u ranoj folikularnoj
fazi, mozemo tu koncentraciju koristiti u procjeni bazena folikula u jajnicima te za
predvidanje odgovora na FSH stimulaciju. Padajuce razine inhibina B povezane su s
povecanjem koncentracije FSH kod starijih Zena koje se priblizavaju menopauzi (McNeilly,
2012). Nadeno je da je inhibin B konzistentan u procjeni ovarijske rezerve s AMH i AFC, te
odredena prednost u predvidanju AFC <5 — 7 u usporedbi s FSH, §to upucuje na korisnost
odredivanja inhibina B u predvidanju ovarijskog odgovora (Wen i sur., 2021).

S obzirom na povecani broj malih do srednjih antralnih folikula kod Zzena s PCOS, bilo je za
ocekivati da ¢e koncentracije inhibina biti drugaéije od onih u zdravih zena (McNeilly, 2012).
No, dokazano je kako su koncentracije ukupnog inhibina dvostruko veée kod Zena s PCOS, za
razliku od koncentracije samog inhibina B koja se ne razlikuje bitno. Ovo sugerira na
zakljucak da kod Zena s PCOS dolazi do nepotpunog procesiranja alfa-inhibin prekursora
(Tsigkou i sur., 2008).

Karcinom jajnika je najsmrtonosniji ginekoloski karcinom u Zena, i dok je najéeséi oblik
prema pojavnosti uglavnom epitelnog porijekla (> 90 %), 5 % slucajeva predstavljaju tumori
granuloza stanica. Koncentracija ukupnog inhibina je pouzdan biljeg za kasnije faze
karcinoma jajnika u postmenopauzalnih zena, dok su koncentracije inhibin B i AMH
pokazane kao korisni biljeg za dijagnozu i pracenje pacijenata s tumorom granuloza stanica

(McNeilly, 2012).

1.2.3. Metode odredivanja

Prve razvijene metode za odredivanje inhibina bili su radioimunotestovi koji su se bazirali na
poliklonskim antitijelima koja su vezala o podjedinicu inhibina i nisu mogli razlikovati druge
bioaktivne oblike inhibina. Stoga se radilo na razvoju metoda koje su Kkoristile antitijelima za
vezanje na dva mjesta kako bi se razlikovali drugi oblici inhibina, no zbog velike strukturalne
konzervacije inhibina medu vrstama te slabe imunogenicnosti, takva antitijela bila su
ogranic¢enog afiniteta. U novije vrijeme, razvijen je panel monoklonskih antitijela na sintetske
peptidne imunogene uz koje je razvijena vrlo osjetljiva ELISA metoda za odredivanje
inhibina A, inhibina B i prekursora inhibina pro-alfaC. Metoda za odredivanje inhibina A i B

koristi prethodnu obradu uzorka vodikovim peroksidom koji oksidira metioninske ostatke 3



podjedinice i uvelike pridonosi povecanoj osjetljivosti metode. Dodatno povecanje
specifi¢nosti postize se zagrijavanjem uzorka s otopinom natrijevog dodecil sulfata koji
ireverzibilno ometa aktivin-folistatin komplekse i otklanja efekt heterofilnih antitijela.
Povecanje osjetljivosti i specificnosti metode od velikog je znacenja za odredivanje inhibina u

serumu ¢ije fizioloske koncentracije mogu biti detektirane i do 5 pg/mL (Luisi i sur., 2005).

1.3. ANDROSTENDION

1.3.1. Uloga u fiziologiji jajnika

Androstendion je zajednicki prekursor androgenima i estrogenima. Uz to $to je hormonski
prekursor, ima slabu androgenu aktivnost. Takoder ima odredenu razinu estrogene aktivnosti,
no afinitet za estrogenske receptore mu je iznimno mali (Michael Miller i sur., 2013).
Androstendion se izlucuje iz adrenalne Zlijezde i ovarijske strome (teka stanice).
Adrenokortikotropni hormon regulira adrenalnu produkciju androgena, dok LH regulira
ovarijsku sintezu.

On je jedan od 19-C steroida koji nastaju putem enzimske konverzije uz citokrom P450 i
3B/17B-hidroksisteroid dehidrogenazu iz kolesterola (Davison & Bell, 2006).

Ovarijska steroidogeneza (Slika 3) uklju¢uje enzimske korake podijeljene izmedu granuloza i
teka stanica koje okruzuju oocitu i formiraju folikul. Granuloza stanice ne eksprimiraju 17a-
hidroksilazu. Tako da se pod utjecajem LH putem cAMP (ciklicki adenozin monofosfat)
stimulira ekspresija P450scc (enzim cijepanja bo¢nog lanca kolesterola) u granuloza
stanicama. Pregnenolon i progestron difundiraju u susjedne teka stanice. U teka stanicama
androstendion se sintetizira jednim od dva puta. Primarni put ukljucuje konverziju 17a-
hidrokisipregnelola u dehidroepiandrosteron (DHEA) putem 17a-hidroksilaze, te potom
konverziju DHEA u androstendion uz enzim 3f-hidroksisteroid dehidrogenazu. Sekundarni
put ukljucuje konverziju 17a-hidroksiprogesterona u androstendion direktno putem 17a-
hidroksilaze. Mali dio androstenediona se izlucuje ili konvertira u testosteron uz 17f-
dehidrogenazu tip 3, dok se vec¢ina vraca u granuloza stanice gdje se pretvara u estron te
potom u estradiol uz aromatazu i 17p-hidroksisteroid dehidrogenazu tipa 1 pod utjecajem
FSH (Miller i Auchus, 2011).



Stopa dnevne sinteze je 1,4 — 6,2 mg/dan, a koncentracija u cirkulaciji je 2 — 8 nmol/L.
Androstendion pokazuje cirkadijalni ritam, tj. najvec¢a koncentracija mu je zabiljezena u
jutranjim staima, i elevaciju u koncentraciji sredinom menstrualnog ciklusa koja korelira s
vr$nom koncentracijom estradiola (Burger, 2002.). U postmenopauzalnim Zenama jajnici ne
izlucuju estrogene, no znacajne koncentracije estrona u krvi potjecu iz periferne pretvorbe
adrenalnog androstendiona. Glavno mjesto ove pretvorbe je adipozno tkivo te samim time

razine estrona su povecane u pretilih postmenopauzalnih Zzena (Rifai i sur.,ured.,2018).
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Slika 3. Steroidogeneza u jajnicima (preuzeto iz Miller i Auchus (2011) uz dopustenje
izdavaca).

1.3.2. Klini¢ki znacdaj

Amenoreja (izostanak menstruacije) uzrokovana suviskom androgena moze biti posljedica
kongenitalne adrenalne hiperplazije, kortikotropin-ovisnog Cushingovog sindroma ili
sindroma policisti¢nih jajnika. Suvisak androgena definira se kao serumske razine
testosterona ili androstendiona iznad gornje granice odgovarajuceg referentnog intervala.
Odredivanje androstendiona pridonosi dijagnostici PCOSa. Temelji se na ¢injenici da
periferna pretvorba androstendiona u testosteron moze objasniti klinicke simptome
hiperandrogenizma kod Zena koje imaju normalnu serumsku koncentraciju testosterona.
Serumski androstendion otkriva suvisak androgena u PCOS pacijenata s osjetljivos¢u od 88,3
% 1 specifi¢noséu od 97,7 % naspram 65,1 % i 88,3 % koliko iznose za testosteron (Rifai i
sur.,ured., 2018).



Preuranjena adrenarha referira se na preuranjeni porast sinteze androgena koji je zasluzan za
razvoj pubicne dlake ili pubarhe, a o€ituje se kod djevojéica prije 8., a djecaka prije 9. godine
zivota. Androstendion je jedan od androgena koji mogu biti povisenih koncentracija s
obzirom na kronolosku dob djece kod koje adrenarha nastupa preuranjeno, no unutar

referentnog intervala za pubertetsku fazu razvoja pubi¢nih dlaka (Ibanez i sur., 2000).

1.3.3 Metode odredivanja

Odredivanje androstendiona se moze provoditi pomoc¢u imunokemijskih metoda ili pomocu
vezanog sustava tekuc¢inske kromatografije s tandemskom masenom spektrometrijom (LC-
MS/MS). Obje metode imaju svoje prednosti i nedostatke za rutinsko odredivanje
androstendiona. Imunokemijske metode su podlozne kriznoj reaktivnosti s razli¢itim
endogenim supstancama §to rezultira lazno povisenim koncentracijama, posebice kod niskih
koncentracija u zena i djece (Yucel i sur., 2018). Ujedno, istodobno uzimanje nekih lijekova
moze utjecati na izmjerenu koncentraciju koristenjem imunokemijskih metoda.
Automatizacija imunokemijskih metoda s druge strane povecava ukupni obrtaj odredivanja te
smanjuje vrijeme potrebno za dobivanje kona¢nog rezultata. U rutinskom odredivanju
androstendiona najc¢esce se koriste automatizirani imunokemijski sustavi s prihvatljivom
dijagnostickom to¢nosc¢u (van Helden i Weiskirchen, 2018).

Suprotno tome, LC-MS/MS pokazuje puno bolju specifi¢nost i usporedivu osjetljivost
mjerenja koncentracije androstendiona. U proslosti negativni aspekti ove metode su
ukljucivali dugo vrijeme obrade, znacajnu koli¢inu uzorka potrebnog za provedbu
odredivanja (500puL) te velike novcane izdatke kao i potrebu za visoko obrazovani osobljem.
U proteklim godinama doslo je do razvoja kra¢ih metoda pripreme uzorka, konkretno za
androstendion, vise nije potrebno evaporirati uzorak i uz uobic¢ajenu metodu pripreme koja
ukljucuje jednostavnu proteinsku precipitaciju nakon koje slijedi analiza LC-MS/MS.
Potreban volumen uzorka takoder se smanjio, kao i ukupno vrijeme obrade (van Helden i
Weiskirchen, 2018).

1.4. BIOLOSKA VARIJABILNOST

1.4.1. Teorijske osnove

Bioloska varijabilnost je jedan od ¢imbenika koji pridonosi nesigurnosti rezultata u
laboratorijskoj obradi. Prostoji vise izvora bioloSke varijabilnosti, tako Se na primjer

koncentracija ili aktivnost nekih analita mijenja u razlicitoj dobi zivota, pogotovo u
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razdobljima ubrzanog fiziolo§kog razvoja (neonatalno doba, pubertet, menopauza). Takoder
se koncentracije analita mogu razlikovati izmedu muskoga i Zenskoga spola. Odredeni broj
analita ujedno ima 1 predvidivi ciklicki ritam koncentracija koji se moze mijenjati na dnevnoj,
mjesecnoj ili sezonskoj bazi. Kvalitetno odredeni referentni intervali uzimaju ove ¢injenice u
obzir te se uzorci prikupljaju u unaprijed zadanim uvjetima. No, najbitnija vrsta bioloske
varijabilnosti je nasumicna bioloSka varijabilnost. Na primjer, uzorci uzeti od razlicitih ljudi
kojima je odredeni analit odredivan u intervalima nekoliko dana medusobno ¢e se razlikovati,
a izvor ove varijacije su predanaliti¢ka, analiti¢ka i intraindividualna bioloSka varijabilnost.
Aritmeticka sredina ovih vrijednosti je homeostatska toc¢ka. Takoder, svaka individua ima
drugaciju homeostatsku tocku odnosno interindividualnu varijaciju koja se treba prevesti u
referentne intervale. Omjer intraindividualne i interindividualne bioloske varijabilnosti se
naziva indeks individualnosti. Za daljnju diskusiju koristit ¢emo sljedece definirane termine i
oznake (Rifai i sur.,ured., 2018):
e CV|-intraindividualna bioloska varijacija ( varijacija unutar jedne individue
determinirana kao ujedinjena varijacija homogene grupe individua)
e CVg —interindividualna bioloska varijacija (varijacija izmedu centralnih tendencija
grupe individua)
o CVa— analiticka varijacija (nepreciznost)

e |l —indeks individualnosti

1.4.2. Smjernice za izvodenje studija bioloSke varijabilnosti

Provodenje studije bioloSke varijabilnosti temelji se na analizi viSe uzoraka pojedinca manje
odabrane grupe ispitanika. Studija mora biti ustrojena tako da sve predanaliti¢ke i analiti¢ke
varijacije budu svedene na najmanju mogucu mjeru. Vrlo je bitno definirati 1 zabiljeziti u
kojim uvjetima i vremenskim intervalima su uzorci prikupljeni, prema potrebi provesti
standardiziranu predanaliticku obradu uzorka te ga pravilno skladistiti do trenutka analize.
Takoder, potrebno je detaljno opisati odabranu metodu analize koja je standardizirana,
usporediva te podvrgnuta kontroli kvalitete. Navodenje to¢no procijenjene vrijednosti CVa
kljucno je za pouzdanu procjenu bioloske varijabilnosti te intervala pouzdanosti. Optimalno
rjeSenje predstavlja analiza uzoraka u duplikatu unutar iste serije odredivanja. Dodatno je
vazno da tijekom vremenskog perioda provedbe studije ne dode do bitne sistemske promjene
u koncentracijama ispitivanog analita, tj. potrebno je da ispitanik bude u stabilnom stanju.

Ovo je naro¢ito vazno ako se ispitivanje provodi na populaciji bolesnika.
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Statistickom analizom varijance ANOVA analiziraju se rezultati istrazivanja te odreduje CV),
CVe i CVa. Pri analizi rezultata bitno je uociti te iskljuciti netipi¢ne vrijednosti medu
ponavlja¢ima jer one mogu dovesti do laznog povecanja ili smanjena CV), dok netipi¢ne
vrijednosti unutar serije koje nisu isklju¢ene mogu dovesti do prividnog povecanja CV,.
Potrebno je provesti procjenu normalnosti distribucije rezultata za svaku osobu te ako
distribucija nije normalna treba biti transformirana. Normalnost raspodjele je bitna ako
netipi¢ni rezultati i testovi homogenosti ili intervali pouzdanosti ovise o pretpostavci
normalnosti. Nadalje, ona je klju¢ u izravnom rac¢unu klini¢ki znacajne promjene (RCV).
Pozeljno bi bilo naznaciti i broj rezultata koji su naposljetku koriSteni za izracun vrijednosti
bioloske varijabilnosti. Za izra¢un intervala pouzdanosti za CV) analita od interesa potreban

je broj prikupljenih uzoraka, broj ispitanika te CVa (Arsand i sur., 2018).

1.4.3. Primjena

Bioloska varijabilnost pojedinog analita ima Siroku primjenu u laboratorijskoj praksi. Cilj
laboratorija je osigurati odgovarajuci stupanj kvalitete i pouzdanosti rezultata. Bioloska
varijabilnost analita je jedan od klju¢nih parametara koji tome doprinosi. Na temelju
vrijednosti CV, i CVg izvedene su specifikacije kvalitete koje sluze za detekciju sluc¢ajnih i
sustavnih gresaka koje nastaju u rutinskim laboratorijskim postupcima. Ovisno o stupnju
homeostatske regulacije vrijednosti bioloske varijabilnosti analita primjenjujemo razlicite
specifikacije kvalitete. Kod analita koji odrzavaju sastav 1 volumen unutarstani¢nih 1
izvanstani¢nih tekucina (natrij, albumin), tj. imaju nisku intraindividualnu 1 interindividualnu
varijaciju, koristimo u praksi minimalne specifikacije kvalitete, definirane formulom CVa <
0,75CV1. Za razliku od njih, kod analita visokih vrijednosti varijacije (trigliceridi, ureja)
primjenjujemo kriterije pozeljne ili optimalne specifikacije kvalitete. Pozeljne specifikacije
kvalitete definiramo formulom CVa< 0,50 CV,, dok optimalne definiramo kao CVa< 0,25
CV..

Kod validacije novih metoda i analiti¢kih sustava isto tako je pozeljno upotrebljavati podatke
o bioloskoj varijabilnosti kao kriterije prihvatljivosti.

Bioloska varijabilnost pojedinog analita takoder utjece na odabir vrste uzorka iz kojega ¢emo
provoditi analizu. Ona vrsta uzorka u kojoj je vrijednost CV| niza je prikladnija za izvodenje
analize. Uzorci plazme ili seruma su tako prikladniji od mokrace za provedbu analiza jer su

manje podloZni varijacijama.

12



Nacin na koji ¢emo interpretirati rezultate pojedinih analita takoder je ovisan o bioloskoj
varijabilnosti tih analita. Prema indeksu individualnosti analite mozemo svrstati u dvije
kategorije:

e analiti niske individualnosti — I veéi od 1

e analiti visoke individualnosti — Il manji od 0,6
Kod analita niske individualnosti (npr. zeljezo u serumu) pogodnije je kod interpretacije
rezultata koristenje referentnih intervala jer dolazi do zna¢ajnog preklapanja
intraindividualnog variranja analita s referentnim intervalom. To ustvari znaci ako kod
pacijenta dode do promjene koja nije unutar referentnog intervala, to mozemo uzeti za
klinicki znacajnu promjenu. Kod analita visoke individualnosti (npr. kreatinin) vrijednosti
individualnih varijacija se nalaze u uskom rasponu unutar Sirokog raspona referentnog

intervala. U ovom slu¢aju moze do¢i do promjene koncentracije analita koja je klinicki

znacajna, a i dalje se nalazi unutar referentnog raspona i ta promjena nece biti uo¢ena ako se

interpretacija nalaza oslanja na usporedbu dobivenog rezultata s referentnim intervalom. 1z
toga razloga preporucuje se koristenje klini¢ki znacajne promjene (engl. Reference change

values, RCV) kod interpretacije nalaza analita visoke individualnosti. Formula za izracun

RCV je:
RCV = Z x V2 x /CVA2 +CV?

gdje je Z koeficijent ¢ija vrijednost ovisi 0 postotku vjerojatnosti i smjeru promjene. Ovaj
nacin se zasniva na prac¢enju promjena izmedu dva uzastopna klinicki znacajna rezultata
pacijenta. Kod odabira analita za dijagnozu odredenog stanja, koristit ¢emo analit niske
individualnosti, dok kod pracenja stanja optimalan analit nam je onaj najmanje vrijednosti
RCV. Primjena RCV pridonosi individualizaciji pristupa te boljoj skrbi o pacijentu (Duki¢,
2013).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Bioloska varijabilnost je prirodna fluktuacija analita oko homeostatske tocke koja pridonosi
nesigurnosti interpretacije dobivenih rezultata. Koncentracije ili aktivnosti analita mogu se
mijenjati ovisno o Zivotnoj dobi te mogu imati predvidivi ciklicki ritam koji se moze mijenjati
na dnevnoj, mjese¢noj ili sezonskoj bazi. Varijacije analita u odredenog pojedinca oko
homeostatske tocke nazivamo intraindividualna bioloska varijabilnosti. Svaki pojedinac u
istoj grupi referentnih osoba ima svoju homeostatsku tocku ¢ije variranje oko prosjecne
vrijednosti istog analita nazivamo interindividualna bioloska varijabilnost. Specifikacije
sastavnica bioloske varijabilnosti uvelike se primjenjuju u svakodnevnoj laboratorijskoj
praksi. One pridonose definiranju analitickih ciljeva kvalitete, tj. definiraju strategije
unutarnje kontrole kvalitete te analize rizika. Nadalje, pomazu pri odabiru odgovarajuceg
uzorka za analizu te odgovarajuéih jedinica za izrazavanje rezultata. Ujedno temeljem
dobivenih vrijednosti mozemo odabrati prikladniji nacin interpretacije nalaza ovisno o
indeksima individualnosti za pojedini analit. Specifikacije bioloske varijabilnosti takoder
mogu pridonijeti odabiru najpogodnijeg analita za otkrivanje ili pra¢enje odredenog
poremecaja. Na mreznoj stranici Europske federacije za klinicku kemiju i laboratorijsku
medicinu (EFLM) dostupne su specifikacije intra- i interindividualne bioloske varijabilnosti
za iznimno velik broj analita dobivene sustavnim klini¢kim ispitivanjima
(https://biologicalvariation.eu/). Pregledom literature ustanovljeno je da nema nikakvih
spoznaja o bioloskoj varijabilnosti inhibina B 1 androstendiona izmedu ciklusa kod Zena
reproduktivne dobi, dok su podaci za AMH uistinu ograni¢avajuci buducéi da se temelje samo
na jednom istraZivanju koje je utvrdilo CV) isklju¢ivo unutar razli¢itih dana istoga
menstruacijskog ciklusa, primjenom neautomatizirane ELISA metode. Prema tome, primarni
cilj ovoga istrazivanja je utvrditi komponente bioloske varijabilnosti za pretrage AMH,
inhibin B 1 androstendion. Analiti ¢e biti odredeni u zZena reproduktivne dobi u 3 uzastopna
menstruacijska ciklusa. Kod svake Zene postoji velika vjerojatnost da ¢e im hormoni varirati
1z mjeseca u mjesec, stoga ¢e rezultati dobivenih ovim istrazivanjem uvelike pomo¢i u
odgovoru na pitanje koliki je opseg te varijacije i kako ona utjeCe na interpretaciju nalaza od
strane lije¢nika. Pretpostavka je da ¢e bioloska varijabilnost AMH, inhibina B i
androstendiona izmedu viSe uzastopnih menstruacijskih ciklusa biti manja od mjerne

nesigurnosti metode.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u Endokrinoloskom laboratoriju Klinike za onkologiju i nuklearnu
medicinu KBC-a Sestre Milosrdnice, Zagreb, u vremenskom periodu od ozujka 2021. do
veljace 2022. Sudionice istrazivanja bile su Zene reproduktivne dobi koje je lijecnik primarne
zdravstvene zasStite uputio na laboratorijsku procjenu ovulacijskog ciklusa i ovarijske rezerve
u folikularnoj fazi (2. do 3. dan menstruacijskog ciklusa). Sukladno Roraas i sur. (2012),
izraCunata je veliina uzorka od 38 ispitanica kako bi se osigurala dovoljna snaga za procjenu
ukupne intraindividualne bioloske varijabilnosti uz 95 % interval pouzdanosti Sirine 0.1 (ili 10
%); medutim, prilagodeni ukupni broj ispitanica iznosio je 40. Dob ispitanica bila je u
rasponu od 19 do 42 godine s medijanom od 29 godina. Kriteriji isklju¢enja obuhvacali su:
kroni¢ne upalne 1/ili autoimune bolesti (sistemski eritemski lupus), akutna stanja unazad

tjedan dana, hormonsko nadomjesno lijecenje (izuzev hormona §titnjace) i pusenje.

3.2. UZORKOVANJE

S obzirom na pretpostavku da ¢e koncentracije mjerenih hormona u ovom istrazivanju
ocekivano varirati tijekom menstruacijskog ciklusa, uzorci su prikupljani u odredenom uskom
vremenskom okviru (2. ili 3. dan menstruacijskog ciklusa) kako bi rezultati bili usporedivi
kroz 3 uzastopna ciklusa. Takoder, kako se AMH i inhibin B izlu¢uju iz rastuéeg folikula,
odredivanje istih je bilo potrebno provesti za vrijeme folikularne faze ciklusa (preporuc¢eno do
5. dana ciklusa).
Prilikom dolaska ispitanica radi rutinske laboratorijske obrade, uzeta im je detaljna povijest
bolesti, zabiljezena su antropometrijska mjerenja (visina, tezina, indeks tjelesne mase) te je
organizirano uzorkovanje krvi prema sljede¢em protokolu:

1. Uzorci su se prikupljali ujutro od 7:30 do 9:30 h.
Uzorkovala se venska krv, jedna epruvete s aktivatorom zgrusavanja od 7 mL.

Ispitanice su trebale biti nataste zadnjih 12 h prije uzorkovanja krvi.

LN

Ispitanice su morale biti u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa, odnosno krv se
uzorkovala od 2. do 3. dana ciklusa.

5. Istrazivanje se potom nastavljalo u sljede¢a dva menstruacijska ciklusa, kada su
ispitanice ponovno dolazile u folikularnoj fazi te im se pristupilo identi¢no (kako je

opisano pod tockama 1. do 4.). Dakle, istrazivanje je za svaku ispitanicu trajalo
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ukupno 3 mjeseca tijekom kojih je svaka od njih tri puta dolazila na uzorkovanje krvi,
svaki puta u folikularnoj fazi ciklusa.

6. Uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3100 okretaja po minuti koriStenjem centrifuge
Hettich Rotanta 460RC.

7. Neposredno nakon centrifugiranja uzorka, serum se odvojio i pohranio do analize na -
20 °C.

8. Nakon $to su svi uzorci prikupljeni u cijelosti, analizirali su se serijski, mjerenjem u

duplikatu, koriStenjem istog lota/serije reagensa te izvedbom istog operatera.

3.3. ODREPIVANJE ANTI-MULLEROVOG HORMONA

3.3.1. Reagensi

Za metodu odredivanja AMH koristen je reagens Elecsys AMH Plus, proizvodaca Roche
Diagnostics, koji se sastoji od:
M — streptavidinom obloZene mikrocestice
R1 — biotinom obiljezeno anti — AMH antitijelo (misjeg podrijetla) 1,0 mg/L, u
fosfatnom puferu 50 mmol/L, pH =7,5

R2 — monoklonsko anti — AMH antitijelo (misjeg podrijetla) obiljezeno kompleksom s

rutenijem 1,0 mg/L, u fosfatnom puferu 50 mmol/L, pH =7,5

Elecsys AMH Plus je stabilan neotvoren do isteka roka, otvoren do 12 tjedana na 2-8 °C, dok
je u analizatoru stabilan do 8 tjedana.
Za odredivanje AMH takoder su potrebni:

Diulent Universal — za razrjedivanje uzorka
ProCell — pufer

CleanCell — otopina za ¢iScenje ¢elije za mjerenje
Elecsys SysWash — aditiv za ispiranje

3.3.2. Nacelo i postupak

Koncentracija AMH u serumu je odredena elektrokemiluminiscentnom imunokemijskom
metodom ECLIA (eng. Electrochemiluminescence Immunoassay) na automatskom analizatoru
Cobas 801e tvrtke Roche Diagnostics (Slika 4). U prvoj inkubaciji, koja traje 9 minuta, 50 uL

uzorka se mijesa s reagensom koji sadrzi antitijela obiljezena rutenijevim kompleksom i
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antitijela obiljeZena biotinom. Nastaje sendvi¢ kompleks analita s navedenim antitijelima.
Zatim, dodaju se paramagnetske Cestice obloZene streptavidinom, za koje se kompleks veze
preko biotina. Novonastali kompleks se preko interakcije streptavidina i biotina veze za ¢vrstu
fazu. Ova inkubacija takoder traje 9 minuta. Reakcijska smjesa se potom aspirira u mjernu
¢eliju gdje se mikrocestice magnetski vezu na povrsinu elektrode, a nevezane supstance se
uklanjaju. Primjenom napona odvija se kemiluminiscentna reakcija izmedu rutenijevog
kompleksa i tripropilamina. Emisija fotona je proporcionalna koncentraciji AMH u uzorku.
Koncentracija AMH izracunava se prema kalibracijskoj krivulji koja je uspostavljena na
temelju standarda poznate koncentracije AMH.

Anti-AMH-Ab~Bi

A Streptavidin ¢

microparticle

+
Antigen in 9 min A + 9 min A
the sample ’ ? Y
+

Y Detection

Anti-AMH-Ab~Ru

Slika 4. Slikovni prikaz sendvi¢ principa ECLIA metode (preuzeto iz uputa reagensa Elecsys
AMH plus proizvodaca, Roche Diagnostics).

3.4. ODREDIVANJE ANDROSTENDIONA

3.4.1. Reagensi

Za odredivanje androstenediona koristene su sljedece radne otopine proizvodaca Roche
Diagnostics:

ASD Kkoji se sastoji od:

1. M — mikrocestice obloZene streptavidinom 0,72 mg/mL

2. R1 - biotinilirano monoklonsko anti-androstendion antitijelo
(rekombinantno ov¢je) 10 ng/mL, u fosfatnom puferu 50 mmol/L, pH = 6,5

3. R2 —androstenedion vezan na sintetski peptid obiljezen kompleksom s

rutenijem 3 ng/mL, u fosfatnom puferu 50 mmol/L, pH = 6,5
Diulent Universal — za razrjedivanje uzorka
ProCell 1l M — sistemska otopina
CleanCell — otopina za ¢iSéenje ¢elije za mjerenje
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ISE Cleaning Solution / Elecsys SysWash — otopina za ispiranje sistema

PreClean Il M — otopina za ispiranje

3.4.2. Nacelo i postupak

Odredivanje androstendiona u serumu se provodi elektrokemiluminiscentnom
imunokemijskom metodom ECLIA (eng. Electrochemiluminescence Immunoassay) na
automatskom analizatoru Cobas 801e tvrtke Roche Diagnostics. U prvoj inkubaciji, inkubira
se 6 uL uzorka sa biotiniliranim antitijelom anti — andostendion i androstendion konjugatom
obiljezenim rutenijevim kompleksom, koji formiraju imunokomplekse. Ostatna prazna mjesta
na biotiniliranim antitijelima postanu popunjena formacijom kompleksa antitijelo-hapten koja
ovise 0 koncentraciji androstendiona u uzorku. U drugoj inkubaciji kompleks se preko biotina
veze za paramagnetske Cestice oblozene streptavidinom. Zatim, reakcijska smjesa se aspirira u
mjernu ¢eliju gdje se mikrocCestice magnetski zarobe na povrsinu elektrode, dok se nevezane
supstance ispiru s ProCell Il M. Primjenom napona na povrsini elektrode odvija se
kemiluminiscentna reakcija izmedu rutenijevog kompleksa i tripropilamina. Emisija fotona je
obrnuto proporcionalna koncentraciji analita u uzorku. Koncentracija androstendiona
izraCunava se prema kalibracijskoj krivulji koja je uspostavljena na temelju standarda poznate

koncentracije androstendiona.

3.5. ODREDIVANJE INHIBINA B

3.5.1. Reagensi

Za odredivanje inhibina B su koristene sljedece radne otopine proizvodac¢a Beckman Coulter:
Koncentrat antitijelo-biotin konjugata — sadrzi otopinu biotiniliranog anti-inhibin a-
podjedinica antitijela u puferu s proteinom zasti¢enog sastava (misje porijeklo), < 0,5 %
ProClin* 300, potrebno ga je razrijediti s Inhibin B Gen Il Biotin Konjugat Diulentom 10

do 30 minuta prije koristenja

Streptavidin — enzim konjugat — sadrzi konjugiranu preoksidazu iz hrena (HRP) u puferu s

proteinom zasticenog sastava (ribljeg porijekla) i < 10 % metanol

Pufer — sadrzi govedi serumski aloumin (BSA), protein zasti¢enog sastava (govedo, mis,
ovca), surfanktant i < 0,5 % ProClin 300

Biotin konjugat diulent — pufer koji sadrzi govedi serumski aloumin (BSA), protein

zaSti¢enog sastava (govedo, mi§, ovca), surfanktant i < 0,5 % ProClin 300
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TMB kromogen otopina — sadrzi tetrametilbenzidinom (TMB) u citratnom puferu s

vodikovim peroksidom

Wash solution U — sadrzi boratni pufer s detergentom TWEEN, prije upotrebe potrebno je

razrijediti s destiliranom vodom
Stopping solution A — sadrzi 0,2 M sumpornu kiselinu

Sve otopine se mogu do roka isteka ¢uvati na 2 — 8 "C, dok se Stopping i Wash Solution mogu

¢uvati i na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C).

3.5.2. Nacelo i postupak

Odredivanje inhibina B provedeno je Inhibin B Gen II sendvi¢ ELISA metodom sukladno
uputama proizvodaca Beckman Coulter. U ovoj metodi, kalibratori, kontrole i uzorci se
inkubiraju u mikrotitarskim jazicama koje su presvucene anti-aktivin B antitijelima. Nakon
inkubacije te ispiranja, jazice se inkubiraju s biotiniliranim anti-inhibin a-podjedinica
detekcijskim antitijelima. Nakon druge inkubacije i ponovnog ispiranja, jazice se inkubiraju
sa streptavidinom vezanim na HRP. Nakon tre¢e inkubacije te ispiranja, jaZice se ponovo
inkubiraju sa supstratom TMB. Nakon zadnje inkubacije dodaje se kisela otopina za
zaustavljanje reakcije. Stupanj enzimske pretvorbe se odreduje mjerenjem apsorbancije na
dvije valne duljine, na 450 nm kao primarni test filter te na 630 nm kao primarni referentni
filter. Izmjerena apsorbancija direktno je proporcionalna koncentraciji inhibina B u uzorku.
Kalibratori seta Inhibin B Gen Il koje smo usporedno inkubirali s uzorcima koriste nam kako
bi smo napravili kalibracijsku krivulju apsorbancije u odnosu na poznate koncentracije
inhibina B. Koncentracija inhibina B u uzorku se potom moze izracunati iz dobivene

kalibracijske krivulje.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za prikaz rezultata i statisticku obradu podataka koriSteni su racunalni programi Excel 2007,
Microsoft office (Microsoft USA) i MedCalc® Statistical Software version 19.8 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021). Dob je, bez obzira na
raspodjelu, prikazana medijanom i rasponom (minimum-maksimum). Moguca povezanost
varijabli ispitana je Spearmanovom korelacijom. Koeficijent korelacije (r) tumacen je na
razini P < 0,05, a jaCina povezanosti interpretirana je sukladno Coltonovu kriteriju (Colton,

1963). Svi rezultati interpretirani su na razini statistiCke znacajnosti P < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U istrazivanje je bilo ukljuceno 40 Zena reproduktivne dobi, u rasponu od 19 do 42 godine, s
medijanom od 29 godina. Od ukupnog broja ispitanica, 22 su bile u dobnoj skupini od 19 do
29 godina, dok ih je 18 bilo u dobnoj skupini 30 do 42 godine. U Tablici 1 prikazani su
prikupljeni podaci o ispitanicama; starost, dan ciklusa kada su prikupljeni uzorci, visina i
tezina. Iz podataka o visini i tezini izraCunat je indeks tjelesne mase (BMI) ¢ija je srednja
vrijednost iznosila 22,8 kg/m? (raspon: 19,5 — 29,4 kg/m?). Takoder su navedene izracunate
vrijednosti ukupne varijabilnosti (CVr), analiticke varijacije (CVa), intraindividualne
varijabilnosti (CV)) te interindividualne varijabilnosti (CVg) za svaku pretragu. Prosje¢na
ukupna varijabilnost za AMH je iznosila 16,0 % (raspon: 2,3 do 37,6 %), od Cega je prosje¢na
analitiCka varijacija iznosila 4,6 % (raspon: 1,3 do 7,7 %), a prosje¢na intraindividualna
varijabilnost 15,3 % (raspon: 2,9 do 37,4 %). Iz navedenih rezultata je vidljivo da
intraindividualna varijabilnost doprinosi dva do tri puta vise ukupnoj varijabilnosti nego
analitiCka varijacija. Za androstendion prosje¢na ukupna varijabilnost je iznosila 18,1 %
(raspon: 2,7 do 52,5 %), od Cega je analiticka varijacija iznosila 2,1 % (raspon: 0,6 do 5,0 %),
a intraindividualna varijacija 17,9 % (raspon: 2,6 do 52,4 %). Za ovu pretragu takoder
mozemo zakljuciti kako intraindividualna varijabilnost viSe doprinosi ukupnoj varijabilnost
od analiticke varijabilnosti. Za inhibin B prosje¢na ukupna varijabilnost je iznosila 34,5 %
(raspon: 0,0 do 88,0 %), od Cega je analiticka varijacija iznosila 26,1 % (raspon: 0,0 do 81,3
%), a intraindividualna varijabilnost 33,1 % (raspon: 0,0 do 87,9 %). Kod pretrage inhibina B
iako je ukupna analiticka varijabilnost manja od ukupne intraindividualne, za nekolicinu
uzoraka ipak analiticka varijacija nadilazi intraindividualnu varijabilnost, §to je vidljivo u
Tablici 1. Ujedno, u Tablici 1 navedene su interindividualne varijabilnosti za svaku pojedinu

pretragu, te ona za AMH iznosi 67,7 %, za androstendion 41,2 % te za inhibin B 42,4 %.
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Tablica 1. Prikaz antropometrijskih podataka ispitanica te sastavnica bioloSke varijabilnosti AMH, androstendiona i inhibina B.

Inhibin B

R.br.
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Starost

40
20
30
23
24
24
19
27
22
34
32
27
29
23
33
31
42
29
27
29

Dan ciklusa

N W wWwhdDwWwwhwhDwwwwwhowowhn

Visina TeZina

(cm)

164
163
169
163
168
170
164
174
173
169
156
160
165
159
168
170
165
171
168
165

(ka)

55
64
81
57
58
63
62
70
75
58
57
50
53
56
72
77
72
59
57
62

BMI
(kg/m?)

20,4
24,1
28,4
21,5
20,5
21,8
23,1
23,1
251
20,3
23,4
19,5
19,5
22,2
255
26,6
26,4
20,2
20,2
22,8

CVa
(%)

47
43
47
4.4
5,6
4.4
4.6
47
2,7
5,0
4.4
5,5
7,0
41
1,3
5,0
2,7
5,2
2,0
2,9

AMH

CVT
(%)

20,2
10,2
59
8,5
19,8
13,6
37,6
10,7
14,2
23,8
13,8
12,1
13,8
2,3
4,1
19,5
21,9
17,2
23,1
22,6

CVi
(%)

19,7
9,3
3,6
7,3
19,0
12,9
37,4
9,6
13,9
23,3
13,1
10,8
11,9
3,4
3,8
18,9
21,7
16,4
23,0
22,4

Androstendion

CVe CVa
(%) (%)

50
1,2
2,0
1,1
0,9
2,3
1,8
0,8
3,2
2,4
2,7
1,9
1,7
1,6
2,1
2,0
2,1
1,3
1,8
3,2

CVt
(%)

21,4
14,6
13,3
13,6
32,4
7,0
52,5
11,0
6,3
22,0
24,2
16,1
23,6
13,5
17,1
8,8
44.9
4,5
26,8
29,4

CVi CVe
(%) (%)

20,8
14,6
13,1
13,5
32,4
6,6
52,4
10,9
5,4
21,9
24,1
16,0
23,5
13,4
17,0
8,6
44,8
4,3
26,7
29,2

CVa
(%)

3,8
20,1
7,2
4,6
0,0
13,8
29,3
12,7
24,8
16,2
13,4
17,3
11,3
10,1
41,2
81,3
13,1
13,8
33,1
23,3

CVt
(%0)

88,0
58,8
38,4
61,4
0,0
22,5
779
8,6
75,8
53,0
24,6
13,4
19,3
37,4
47,4
23,7
24,5
2,9
18,8
14,6

CVi
(%)

87,9
55,2
37,7
61,3
0,0
17,8
72,2
9,3
71,6
50,5
20,5
11,0
15,6
36,0
23,6
77,8
20,7
13,5
27,2
18,2

CVe
(%)
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

31
33
38
38
26
38
24
33
22
36
26
25
41
29
30
23
33
37
21
25

WoWw W W WWwWWNWWWWWN®WN®N

Ukupna

162
173
174
177
164
156
170
165
165
168
163
160
176
168
175
165
162
171
171
173

52
75
62
68
75
54
58
80
64
69
55
57
67
60
83
60
59
69
60
63

19,8
25,1
20,5
21,7
27,9
22,2
20,1
29,4
23,5
24,4
20,7
22,3
21,6
21,3
27,1
22,0
22,5
23,6
20,5
21,0

bioloska varijabilnost; CVe — interindividualna bioloska varijabilnost

2,6
4,3
3,1
5,1
3,6
5,7
54
4,8
3,9
5,3
6,0
6,7
5,3
5,6
7,7
5,3
3,7
4,0
4,9
5,7
4,6

12,8
5,9
24,4
30,0
12,1
28,8
17,9
12,8
9,4
14,5
24,4
24,5
4,5
17,7
19,4
20,8
13,7
2,5
8,4
21,6

16,0 153 67,7

BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index); AMH — anti-Miillerov hormon; CVa — analiticka varijacija; CV1 — ukupna varijabilnost; CVi — intraindividualna

12,5
4,0
24,2
29,6
115
28,2
17,1
11,9
8,6
13,5
23,6
23,6
2,9
16,8
17,8
20,1
13,2
3,1
6,8
20,9

2,3
4,5
2,0
2,2
2,0
0,6
1,3
0,8
1,7
3,9
1,1
2,1
1,6
1,7
1,8
3,1
1,3
2,3
2,2
2,8
2,1

28,0
14,8
25,8
17,2
11,2
7,8
18,3
2,7
9,3
7,2
21,7
35,2
25,4
15,4
7,0
18,2
26,1
7,0
12,6
10,2
18,1

27,9
14,1
25,7
17,1
11,1
7,8
18,2
2,6
91
6,1
21,6
351
25,4
15,3
6,8
18,0
26,1
6,6
12,4
9,8

25,9
30,0
0,0
18,3
34,6
22,0
23,6
3,7
65,2
15,1
39,3
17,5
68,7
35,0
62,4
57,8
46,5
52,9
20,2
13,9

17,9 41,2 26,1

41,0
42,4
0,0
27,0
21,3
72,8
25,6
2,7
33,8
36,0
75,9
17,9
44,1
35,9
42,2
7,7
54,1
62,8
13,7
11,0
34,5

31,8
29,9
0,0
19,9
27,3
69,4
10,1
2,6
55,7
32,7
64,9
3,6
52,6
7,8
45,9
57,3
21,7
33,8
14,8
8,5

33,1 424
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Na Slici 5 su za svaku ispitanicu prikazane individualne srednje vrijednosti koncentracija
AMH uz apsolutni raspon vrijednosti koncentracija od najnizih do najvisih. Iz grafickog
prikaza vidimo da Sto je veca srednja vrijednost koncentracije, to je veci apsolutni raspon

koncentracija AMH.

40 ——
39 ——
38 (6]
3 e
35 —0— Slika 5. Prikaz apsolutnog
1
32 -o— raspona koncentracije AMH s
31 e
30 —o0— ) ) . .,
22 ° o istaknutom srednjom vrijednoséu
: s za svaku ispitanicu.
© 24 @
2 23 @
S| 22 (]
= 21 ——
s 20 =
= 19 ©
P 18 -
< 17 —Q-
= 16 —0—
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14 Q-
13 —0—
12 —Q@-
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10 _—
9 @
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7 ——
6 —-0—
5 ——
4 -@-
3 -
2 -@
1 ——
-10 10 30 50 70
AMH (pmol/L)

Na Slici 6 prikazane su individualne srednje vrijednosti koncentracija androstendiona uz
apsolutni raspon vrijednosti koncentracija androstendiona za svaku ispitanicu.

Na Slici 7 prikazane su individualne srednje vrijednosti inhibina B za svaku ispitanicu uz
raspon apsolutnih vrijednosti koncentracija inhibina B. Uo¢ljivo je da su apsolutni rasponi za

inhibin B ve¢i od onih za druge dvije ispitivane pretrage.
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U Tablici 2 prikazani su rezultati povezanosti dobiveni Spearmanovom korelacijom izmedu
sastavnica bioloSke varijabilnosti te antropometrijskih pokazatelja (BMI) te sastavnica
bioloske varijabilnosti i dobi. Za pretragu androstendion dobivena je slaba negativna
povezanost CVt (r = -0,364, P = 0,021) i CV, (r = -0,365, P = 0,021) s indeksom tjelesne
mase. Dakle, ispitanice koje imaju veci indeks tjelesne mase, imaju manju intraindividualnu
biolosku varijabilnost kod odredivanja androstendiona. Za ostale sastavnice bioloske
varijabilnosti ispitivanih pretraga nije utvrdena povezanost s indeksom tjelesne mase niti s
dobi.

Tablica 2. Povezanost sastavnica bioloske varijabilnosti i antropometrijskih pokazatelja

(BMI) te sastavnica bioloske varijabilnosti i dobi.

BMI Dob
Analit r P r P
AMH
CVa -0,210 0,193 -0,040 0,806
CVr -0,255 0,112 0,092 0,574
CVi -0,259 0,107 0,083 0,612
Androstendion
CVa 0,109 0,502 0,182 0,262
CVr -0,364 0,021* 0,092 0,574
CcVi -0,365 0,021* 0,083 0,612
Inhibin B
CVa 0,216 0,181 -0,045 0,782
CVr 0,182 0,260 0,126 0,439
(o] 0,245 0,128 0,017 0,916

BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index); r — koeficijent korelacije; * - statisti¢ki znac¢ajno; AMH — anti-
Miillerov hormon; CVa — analiticka varijacija; CVT — ukupna varijabilnost; CV\ — intraindividualna bioloska varijabilnost

Ovim istrazivanjem kvantificirali smo varijaciju AMH, androstendiona te inhibina B
ukljucujuci analiticku, intraindividualnu 1 ukupnu varijabilnost te interindividualne
varijabilnosti odredivanjem hormona kroz 3 uzastopna menstruacijska ciklusa kod Zena
reproduktivne dobi.

Za AMH, kako je prethodno navedeno ukupna varijabilnost je iznosila 16 %, te je bioloska

varijabilnost nadilazila analiticku varijaciju. PoZeljna specifikacija kvalitete za nepreciznost u
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laboratorijskoj praksi definirana je formulom CVa< 0,5 CV, te primjenjujuéi rezultate ovog
istrazivanja mozemo zakljuciti kako je ona zadovoljena za koristenu analiticku metodu. Kod
pretrage AMH analiti¢ka varijacija daje manji doprinos ukupnoj varijabilnosti od bioloske
varijabilnosti. Dakle, intraindividualna sastavnica bioloSke varijabilnosti vise doprinosi
promjenjivosti rezultata kod iste ispitanice u uzastopnim mjerenjima, stoga je vazno osvijestiti
ovaj utjecaj pri longitudinalnom pracenju i klinickom tumacenju koncentracija AMH.
Zakljucak se podudara s prethodnim istrazivanjem bioloske varijabilnosti AMH u
menstrualnom ciklusu. U istrazivanju Hadlow i sur. (2016), ukupna varijabilnost je iznosila
20 % te je takoder utvrdeno da analiticka varijacija manje doprinosi promjeni rezultata u
odnosu na intraindividualnu varijabilnost kod iste ispitanice. Sukladno tom istrazivanju, i
ovom istrazivanju utvrdeno je da su najvece kvantitativne razlike koncentracija AMH
pronadene kod Zena s visokim koncentracijskim razinama AMH. Suprotno gledajuci, zene
koje su imale niZze koncentracije AMH imale Su i uzi apsolutni raspon koncentracija, iako je
postotak varijacije i dalje mogao biti visok. Ovim istrazivanjem takoder je utvrdena
interindividualna varijabilnost AMH koja iznosi 67,7 %. Omijer intraindividualne i
interindividualne varijabilnosti daje nam indeks individualnosti koji za AMH iznosi od 0,2.
Pretrage koje imaju indeks individualnosti nizi od 0,6 su pretrage visoke individualnosti,
stoga dobiveni pokazatelj treba uzeti u obzir kod interpretacija rezultata pretrage AMH.
Klini¢ki znacajne promjene mogu Se dogoditi kod uzastopnih odredivanja AMH, iako se one
uvijek provode u istom laboratoriju s istom koristenom analitiCkom metodom, stoga se
zasebna odredivanja AMH trebaju interpretirati s oprezom. Naposljetku, vazno je istaknuti
kako su dobivene vrijednost intraindividualne te interindividualne bioloske varijabilnosti
seroloski odraz fiziologije lu¢enja AMH izmedu razli¢itih menstruacijskih ciklusa. 1zrazito
visoka interindividualna varijacija ne za¢uduje s obzirom da zene iste dobi mogu imati
znacajno razlicitu ovarijsku rezervu.

Za androstendion, utvrdena je totalna varijabilnost od 18,1 %. Analizirajuéi rezultate
dobivene ovim istrazivanjem, mozemo zakljuéiti da pretraga ispunjava uvjet optimalne
specifikacije kvalitete za nepreciznost koji je definiran formulom CVa< 0,25 CV,. Takoder je
utvrdeno da analiti¢ka varijacija manje doprinosi ukupnoj varijabilnosti od interindividualne
varijabilnosti. Zaklju¢no kao i za AMH, intraindividualna sastavnica vise doprinosi
promjenjivosti rezultata kod iste ispitanice tijekom uzastopnih mjerenja. Za razliku od AMH,
androstendion ne pokazuje veci raspon koncentracija uslijed vece srednje vrijednosti
koncentracija androstendiona. Utvrdena interindividualna varijabilnost androstendiona iznosi

41,2 %. Postavivsi u omjer intraindividualnu i interindividualnu varijabilnost, dobijemo
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indeks individualnosti od 0,4 $to ¢ini pretragu androstendiona analitom visoke
individualnosti. Klini¢ki znacajne promjene za pretrage visoke individualnosti mogu se
dogoditi unutar referentnog intervala sto treba uzeti u obzir kod interpretacije i klinickog
tumacenja nalaza. Za ovakve pretrage preporuceno je upotrebljavati klinicki znacajne
promjene (RCV) u koncentracijama ispitivanih analita. Na mreznoj stranici Baze podataka o
bioloskim varijabilnostima Europske federacija za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu
(engl. The European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Biological
Variation Database) nema objavljeno niti jedno istrazivanje koje je ispitivalo sastavnice
bioloske varijabilnosti androstendiona iz ¢ega mozemo zakljuciti kako je nemoguce
komentirati u kakvom odnosu su rezultati ovog istrazivanja u odnosu na rezultate drugih
sli¢nih istrazivanja(https://biologicalvariation.eu/). Dakle, ovo je prvo vazno istrazivanje koje
definira i kvantificira sastavnice bioloske varijabilnosti pretrage androstendion odredivane
tijekom uzastopnih menstrualnih ciklusa kod zena reproduktivne dobi ¢ime je zaokruzena
dodana vrijednost dobivenih rezultata i pripadajucih opazanja o klinickoj rutinskoj primjeni
istih.

Za inhibin B, utvrdena je ukupna varijabilnosti od 34,5 %. Kod pretrage inhibina B takoder je
ustanovljeno kako je ukupna analiticka varijacija manja od ukupne intraindividualne
varijabilnosti. No, kod nekih ispitanica analiti¢ka varijacija je veca od interindividualne. Ova
pretraga ne zadovoljava ni minimalne specifikacije kvalitete za nepreciznost definirane
izrazom CVa< 0,75 CV1. Dobiveni podatak ne iznenaduje obzirom da se radi o ELISA
metodi na ¢iju analiti€ku varijaciju utjece spektar znanih ¢imbenika Sto je inace dokazano
visim analiti¢kim koeficijentom varijacije dobivenim provedbom inicijalne verifikacije te
unutarnje kontrole kvalitete u odnosu na znatno robusnije imunokemijske metode koje smo
koristili za odredivanje AMH te androstendiona. Nadalje, apsolutni rasponi koncentracija
zabiljezeni kod ispitanica su §iri za pretragu inhibina B, nego za pretrage AMH te
androstendiona. Zaklju¢no tome, u buducnosti je potrebno uloziti tehnoloSke napore
(automatizacija cjelokupnog radnog procesa) kako bi se znacajnije smanjila analiticka
varijacija ove pretrage. Indeks individualnosti za inhibin B iznosi 0,8 ne svrstavajuéi ovu
pretragu niti u kategoriju visoke niti niske individualnosti. Kao i za androstendion, prethodno
nije publicirano niti jedno istrazivanje koje je ispitivalo sastavnice bioloSke varijabilnosti i
njihove fluktuacije kroz uzastopne menstruacijske cikluse u zena reproduktivne dobi, stoga
posebno naglaSavamo korisnost ovog istraZivanja i klinicku primjenjivost dobivenih

podataka.
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5. ZAKLJUCCI

Odredene su sastavnice bioloske varijabilnosti za pretragu AMH: CVT od 16,0 %, CVA od
4,6 %, CVI od 15,3 % te CVG od 67,7 %.

Za pretragu AMH intraindividualna sastavnica bioloske varijabilnosti viSe utjece na
promjenjivosti rezultata od analiticke varijacije Sto treba uzeti u obzir pri longitudinalnom

prac¢enju i klinickom tumacenju koncentracija AMH.

Odredene su sastavnice bioloske varijabilnosti za pretragu androstendion: CVT od 18,1 %,
CVA0d 2,1 %, CVIod 17,9 % te CVG od 41,2 %.

Za pretragu androstendion intraindividualna sastavnica bioloske varijabilnosti vise doprinosi
promjenjivosti rezultata od analiti¢ke varijacije. Androstendion je analit visoke

individualnosti §to treba uzeti u obzir pri klinickom tumacenju koncentracija androstendiona.

Odredene su sastavnice bioloSke varijabilnost za pretragu inhibin B: CVT od 34,5 % , CVA
od 26,1 %, CVI od 33,1 % te CVG od 42,4 %.

Kod pretrage inhibina B je ustanovljeno kako je ukupna analiticka varijacija manja od ukupne
intraindividualne varijabilnosti, no kod nekih ispitanica analiticka varijacija je nadilazila

intraindividualnu sastavnicu.
Pretraga inhibina B nije zadovoljila minimalne specifikacije kvalitete za nepreciznost te bi

stoga u buducnosti bilo potrebno uloZiti tehnoloSke napore kako bi se zna¢ajnije smanjila

analiti¢ka varijacija ove pretrage.
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6. POPIS KRATICA

AFC — broj antralnih folikula

AMH - anti-Miillerov hormon

AMHNnc — 25 kDa C-terminalna zrela regija; 110 kDa N-terminalna proregija

AMHR2 — receptor anti-Miillerovog hormona tip 2

AR — nuklearni androgeni receptor

BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index)

BSA — govedi serumski albumin

CAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat

CVa — analitic¢ka varijacija

CV; — interindividualna bioloska varijabilnost

CV| — intraindividualna bioloska varijabilnost

CVr — ukupna varijabilnost

DHEA — dehidroepiandrosteron

E2 — estradiol

ECLIA — elektrokemiluminiscentna imunokemijska metoda (eng. Electrochemiluminescence
Immunoassay)

EFLM — Europska federacija za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu (engl. The
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)

ELISA — enzimimunoanaliza

FSH — folikulostimuliraju¢i hormon

FSHR — receptor folikulostimuliraju¢eg hormona

HRP — preoksidaza iz hrena (eng. horseradish peroxidase)

LC-MS/MS — sustav tekucinske kromatografije s tandemskom masenom spektrometrijom
LH — luteiniziraju¢i hormon

LHR — receptor luteiniziraju¢eg hormona

P450scc — enzim cijepanja bo¢nog lanca kolesterola

PCOS — sindrom policisti¢nih jajnika

SMAD - kratica se odnosi na homologiju Caenorhabditis elegans SMA (geni male veli¢ine
tijela) i MAD (majke protiv dekapentaplegicar) obitelji gena u Drosophili

Star — steroidogeni akutni regulatorni protein (eng. steroidogenic acute regulatory protein)
TGF-B — transformiraju¢i ¢imbenik rasta 3

TMB — tetrametilbenzidin
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8. SAZETAK/SUMMARY
8.1. SAZETAK

Bioloska varijabilnost je prirodna fluktuacija analita oko homeostatske tocke koja pridonosi
nesigurnosti kod interpretacije dobivenih rezultata. Varijacije analita u odredenog pojedinca
oko homeostatske tocke nazivamo intraindividualna bioloska varijabilnosti, a variranje
homeostatskih toc¢aka pojedinaca u grupi referentnih osoba oko prosje¢ne vrijednosti istog
analita nazivamo interindividualna bioloska varijabilnost. Specifikacije sastavnica bioloske
varijabilnosti pridonose definiranju analitickih ciljeva kvalitete, odabiru odgovarajuc¢eg
uzorka, odgovarajucih jedinica za izrazavanje rezultata te najprikladnijeg nacina interpretacije
nalaza.

Cilj ovoga istrazivanja bio je odrediti sastavnice bioloske varijabilnosti za pretrage AMH,
inhibin B i androstendion.

U istrazivanju je sudjelovalo 40 Zena reproduktivne dobi, u rasponu od 19 do 42 godine.
Uzorci su uzeti u tri uzastopna menstruacijska ciklusa, na 2. ili 3. dan ciklusa. Utvrdene su
vrijednosti ukupne varijabilnosti (CVT), analiti¢ke varijacije (CVA), intraindividualne
varijabilnosti (CV1) te interindividualne varijabilnosti (CVG) za svaku pretragu.

Za AMH su dobiveni sljedeci rezultati: CVT od 16,0 %, CVA od 4,6 %, CV1 od 15,3 % te
CVG od 67,7 %. Za androstendion je dobiven CVT od 18,1 %, CVA od 2,1 %, CVI od 17,9
% te CVG od 41,2 %. Za inhibin B dobiven je CVT od 34,5 % , CVA od 26,1 %, CVI od 33,1
% te CVG od 42,4 %.

Za pretrage AMH 1 androstendion utvrdeno je da bioloSka varijabilnost vise doprinosi
promjenjivosti rezultata od analitiCke varijacije $to treba uzeti u obzir pri tumacenju rezultata.
Za pretragu inhibina B ukupna analiticka varijacija manja je od ukupne intraindividualne
varijabilnosti, no kod nekih ispitanica analiticka varijacija je nadilazila intraindividualnu

sastavnicu, stoga pretraga nije zadovoljila minimalne specifikacije kvalitete za nepreciznost.
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8.2. SUMMARY
Biological variability is the natural fluctuation of the analyte around the homeostatic point

which contributes to uncertainty in the interpretation of the obtained results. Variations of an
analyte in a certain individual around the homeostatic point is called intraindividual biological
variability, and variation of homeostatic points of individuals in a group of reference
population around the average value of the same analyte is called interindividual biological
variability. The specifications of the components of biological variability contribute to the
definition of analytical quality goals, the selection of the appropriate sample, the appropriate
units for expressing the results, and the most appropriate way of interpreting the findings.
The aim of this research was to determine the components of biological variability for AMH,
inhibin B and androstenedione tests.

Forty women of reproductive age, ranging from 19 to 42 years, participated in the research.
Samples were taken in three consecutive menstrual cycles, on the 2nd or 3rd day of the cycle.
The values of total variability (CVT), analytical variation (CVa), intraindividual variability
(CV)) and interindividual variability (CVs) were determined for each analyte.

The following results were obtained for AMH: CV7 of 16.0%, CVa of 4.6%, CV, of 15.3%
and CVg of 67.7%. CVtof 18.1%, CVa of 2.1%, CV, of 17.9% and CV¢ of 41.2% were
obtained for androstenedione. CVt of 34.5%, CVa of 26.1%, CV, of 33.1% and CV¢ of 42.4%
were obtained for inhibin B.

For AMH and androstenedione tests, it was determined that biological variability contributes
more to the variability of results than analytical variation, which should be taken into account
when interpreting results. For inhibin B test, the total analytical variation is less than the total
intraindividual variability, but in some subjects the analytical variation exceeded the
intraindividual component, therefore the test did not meet the minimum quality specifications

for imprecision.
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