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ANOTACE

Prace je vénovana nahledu prabéhu otéhotnéni a téhotenstvi, obsahuje kapitolu
charakterizujici lidsky choriovy gonadotropin a divod jeho vyuziti jako t€hotensky marker.
Hlavni téma mé price je zaméfeno na diagnostické tehotenské testy — DOMACI
i LABOARTORNI, jejich citlivost, dobu od poéeti, kdy je mozné pouziti a oéekavat validni

vysledek. V zévéru prace pojednavam o diagnostickych trendech do budoucna.
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TITLE

Laboratory evidence of pregnency in low week

ANNOTATION

The work is devoted to an overview of the course of conception and pregnancy, it contains
a chapter characterizing human chorionic gonadotropin and the reason for it is use as
a pregnancy marker. The main topic of my work is focused on diagnostic pregnancy
tests —- HOME and LABORATORY, their sensitivity, the period from conception when it is
possible to use them and expect a valid result. At the end of the thesis, I discuss diagnostic

trends for the future.
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UvVOD

Tehotenstvi je zacatkem nového zivota, ktery zasadnim zplsobem ovliviiuje zivot rodicu.
Nekteré pary téhotenstvi planuji a snaha o poceti je mnohdy spojena se sledovanim celého
periodického cyklu, se zaméfenim na ovulacni fazi, zatimco jiné pary o ovula¢nich dnech
v dany moment nemaji ponéti a jejich snaha neni nutné spojena s pocCetim, i piesto ob¢
skupiny dosahuji stejnych vysledkli — ot€hotnéni. Poté na tadu ptichdzeji t¢hotenské testy,
kdy cil diagnostiky hraje dilezitou roli pro potvrzeni gravidity, odhaleni mnohocetnosti i
patologie. Nebot’ t€hotenstvi s sebou nemusi nést jen radost, ale miize byt i zdrojem obav o
zdravi rodicky a nenarozeného ditéte. V pozd¢jsi fazi téhotenstvi je diagnostika zaméiena na
genetické predispozice, ale témi se v této praci nezabyvam.

V této praci bych se chtéla soustfedit na metody, které té¢hotenstvi potvrzuji. Moment,
kdy Zena zjiStuje ,,zménu svého stavu" ¢i sahd po testu, mize byt v obdobi ocekavané
menstruacni faze (deskvamacni) ¢i béhem ni, kdy dochazi z fyziologickych procesl
pfirozenych pro oplozeni k absenci menstruace. To naznauje, Ze vynechand menstruace
patii mezi téhotenské ptiznaky a pro zenu to byvéa indika¢ni bod. AvSak 1 vynechani
menstruace nemusi byt pro zenu vzdy hlavni signalizaci, jelikoz ztrata menstruace neni v
plodném véku ojedinély ptipad, ale muize byt spojend s onemocnénim fyzického i
psychického razu. U psychického divodu se muze jednat o poruchy piijmu potravy i
depresivni a uzkostné poruchy. Naopak jsou znamy i pfipady, kdy Zena t€hotnd byla a
menstruaci méla, davody jsou vSak zatim neznamé. V ptipad¢€, ze se partnefi o potomka
snazi, touzi po co mozna nejdiivéjSim vyhodnoceni vysledku jejich snahy a vyhledavaji
diagnostické metody s vysokou citlivosti a presnosti. I na tyto pozadavky a metody s nimi
souvisejicimi bude brat ma prace zietel a pokusim se, nastinit jak by takova diagnostika
mohla s dneSni Urovni poznani probihat a jak by tomu mohlo ptfipadné byt v blizké

budoucnosti.

Hlavnim sledovanym markerem pii diagnostice téhotenstvi, at’ uz z pohodli domova
nebo pii Iékarské prohlidce 1 u diagndéz podléhajici odborné znalosti je lidsky choriovy
gonadotropin, hormon ze skupiny glykoproteinovych hormonil. Tento hormon je vice

popsan v kapitole LIDSKY CHORIOVY GONADOTROPIN, ktera je zamé&fena na jeho



charakterizaci, strukturu 1 patologicky vyznam. Vylu€ovani hormonu je nastinéno v

kapitole TEHOTENSTVI.

Hlavni téma celé mé prace je vénovano pojednani o t€hotenskych testech, obsahem prace
je historické nastinéni vyvoje téhotenskych testli, metodika principtt aktualni test
dostupnych pro domaci pouziti a laboratorni diagnostiku a v neposledni fadé néhled do

diagnostickych trendi budoucna diky ECL a genetickym metodam.



1. TEHOTENSTVI

Tehotenstvi je stav, jenz je vtéle Zeny spojen s velkym mnozstvim zmén, respektive
se zménami témet vSech organovych struktur. Tyto zmény vychéazeji z adaptace organismus
na vyvoj a rozvoj plodu. Adaptacni procesy stimulované té¢hotenstvim jsou reverzibilni,
k navratu k fyziologickému stavu dochazi nékolik mésich po porodu, eventudlné po
ukonceni laktace. Tyto zmény nam mohou slouzit, jako jasné ukazatele téhotenstvi, jez Ize
pouzit pi1 domacim ¢i laboratornim vyhodnocenim gravidity.

Priimérnd doba trvani téhotenstvi je 270-284 dni, 4042 tydna (1), které se dé€li do tii
trimestri, dle vyvojovych procest, které jsou vzdy charakteristické danému useku gravidity.
Prvni trimestr je do 12. tydnu+6, druhy trimestr je ukoncen v 27. tydnu+6 a tieti trimestr

je od 28. tydnu aZ do terminu porodu. (2)

1.1.Fyziologie téhotenstvi

Gravidita je stav pocinajici oplozenim vajicka spermii, spojenim zenskych a muzskych
pohlavnich bunék, a koncici porodem plodu
V prabéhu menstrua¢niho cyklu dozrava folikul obsahujici vajicko ve vaje¢nicich, folikul
behem ovulace praska a vajicko se ptesouva do vejcovodu, kde mtze dojit k splynuti vajicka
se spermii. Aby k tomuto splynuti doslo, musi se muzské pohlavni bunky po ejakulaci
pohybovat pfes pocatek vaginy k déloznimu hrdlu pfes délohu az do vejcovodl. Schopnost
plavat dava spermiim bicik, ktery je soucasti téla spermie, a chemotaxe, coz je pohyb
na zakladé¢ chemickych podméti. Akrozom, jenz piekryva hlavicku spermie je dulezity
pii priniku spermie do vajicka. Po kontaktu s membranou vaji¢ka se aktivuji proteolytické
enzymy cCepicky (hyaluroniddzy, akrozinu — proteolyticky enzym, neuromidazy),
které napomadhaji k rozpusténi ochrannych vrstev vajicka, nasleduje oddéleni jadra od
zbytku spermie a kontakt s jadrem vajicka (3). Po splynuti obou pohlavnich bunék vznika
diploidni zygota.
Spermie maji schopnost pieziti v zenském téle obvykle 48 hodin, pficemz na oplozeni

vajicka maji 12 hodin, néZ dojde k vypuzeni vajicka z téla.



Splynutim se redukuji chromozomy obou pohlavnich buné¢k na polovinu, vysledkem
je buiika s haploidnim poctem chromozomd, ta obsahuje 23 chromozomu, které se skladaji
z 22 autozomli a 1 gonozomu. Otec pfedava svym potomkim chromozom bud X
nebo chromozom Y: to o jaky pfedany chromozom se bude jednat urci pohlavi nového
jedince, pokud otec pfedd svému potomku chromozom Y, potomek bude pohlavi muzského

XY, pokud mu pteda chromozom X, potomek bude pohlavi zenského XX. (4)
1.2.Pribéh vyvoje oplozeného vajicka

Zygota je pied uhnizdénim oplozeného vajicka délena mitotickym délenim a to v pribéhu
svého postupu vejcovodem do délohy. Nejprve dochazi ryhovanim ke vzniku dvou bunék

zvané blastomera a to piiblizné€ za 20-30 hodin, béhem 40-50 hodin vznikaji Ctyfi.

Déleni je ukonceno 4. den ve stadiu zvaném morula — pfi poc¢tu 16 individualnich
bun¢k, které jsou piipravené na sestup do délohy a uhnizdéni. Transport vajicka do délozni
dutiny probihd pomoci rytmickym stahim vejcovodii, béhem transportu diky Zloutkové
vyzivné a sekretu uvoliovanym sliznicnimi bunikami pfibyva pocet bunék ve vajicku

(zarodku).

DAY 2

First
Cleavage 2-cell

stage

8-cell DAY 4
uncompacted
Fertilized morula 8-cell
Egg compacted
(zygote) morula
DAY 5

Early
blastocyst

Late-stage
blastocyst
(hatching)

Qvulatiom
Oocyte

Implantation
of the

blastocyst »\\

Obrazek 1 Vyvoje vajicka a nasledny pritbeh oplozeného vajicka od spojent pohlavnich bunék az k uhnizdeéni

blastocyty
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Cesta vejcovodem trva 5-6 dni. Po reparativnim déleni se v morule utvoii dutina, blastocysta
(4. den po oplozeni). Jeji buiiky se diferencuji: skupina excentricky nahromadeénych bunék

vnitini vrstvy tvori embryoblast, ten obklopuje jednovrstva rada perifernich bunék tvorici

trofoblast. (5)

- Embryoblast, vznik zarodku, Zloutkového obalu a aminového vacku,

- Trofoblast, ktery je odpovédny za nidaci (uhnizdéni) zarodku do délozni sliznice.

Mezi 6. a 7. den po oplozeni blastocysta podléha nidaci — pronika do sliznice d€lohy, tzv.

uhnizdéni, stranou, kde je embryoblast. (6)

Z bunék embryoblastu je od 2. tydne vyvoje patrny zarodecni ter¢ik, ze kterého vznikaji tti
zarode¢ni listy — ektoderm, mezoderm, entoderm. Tyto tfi vrstvy davaji zarodku zaklad
pro vSechny organovym soustavam. Nastava organogeneze. Na konci druhého mésice ma

plod zéklady pro vSechny organové struktury.

Ektoderm — vyformuje kazi, nehty, vlasy, rohovku, linii vnitiniho a vné&jSiho ucha,
nos, dutinu, usta, kone¢nik, zuby, hypofyzu, prsni zlazy, o¢i a vSechny casti
nervového systému. (7)

Mezoderm - vyformuje svaly, kosti, lymfatickou tkan, vnitiek plic, srdce,
reprodukéni a vylucovaci systémy. Téz da zéklad pro slezinu a pro produkci krevnich
bun¢k. (7)

Entoderm — ,pozdé&ji vyformuje linii jazyka, zazivaciho traktu, plic, Zaludku

a n¢kolika zlaz. (7)

Pro udrzeni funkce zlutého téliska (corpus luteum), je dulezita produkce lidského
choriového gonadotropinu, ten zvySuje pocet receptort pro LH a podporuje produkci
testosteronu stimulaci fetdlnich Leydigovyych bunék, nez za¢nou jeho produkci fidit fetalni

gonadotropiny. Tato fdze za¢ind 9. den od oplozeni burikami trofoblastu. (5)

11
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1.3.Placenta

Nedilnou soucasti fyziologického vyvoje nového jedince je vznik a vyvoj placenty
neboli plodového luzka, pfed vyvinem placenty podporuje vyvoj funkéni corpus luteum

produkci estradiolu a progesteronu, coz jsou nutné hormony pro udrZeni t€hotenstvi.

Lidské placenta ma tvar disku, chorion je vnéj$i kryci vrstvou, vnitini je amnion mezi nimi
se nachazi membrana. Amnion tvoii vak vyplanéni amniotiskou tekutinou, v niz je ulozen
plod, sloZeni tekutiny neni béhem celé¢ho téhotenstvi stejné. Z pocatku je izotonické, pozdéji
obsahuje moc¢ plodu, odloupané epitelové buiniky plodu, placenty a jeho objem se
kontinualn¢ zvysuje. Invazivni odbér plodové vody (aminocentéza) umoznuje prenatalni

diagnostiku vrozené vyvojové vady nebo onemocnéni plodu.

Béhem 11. dne do 16. dne t€hotenstvi exponencialné pokracuje vyvoj trofoblastu.
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Kolem 15. dne vyrustaji na povrchu chorionu sloupce trofoblastu, které formuji primarni
choriové klky. Vyplnénim primarnich klkii mesenchymem vznikaji klky sekundérni,
které¢ jsou slozeny z vnéjSi vrstvy syncytiotrofoblastu, vnitini vrstvy cytotrofoblastu
a mesenchymalniho jadra. Pfivod matetské krve do placetny zajiStuji spirdlové arterii, jimz
sténu rozrusuje cytotrofoblast, krev se vléva do intervildéznich prostorit mezi klky. Koncové
useky téchto arterii jsou cytotrofoblastem naruSovany, ty nahrazuji endothelové bunky
a vznika tak hybridni céva, kterd spolecn¢ obsahuje matetské builky spolu s fetdlnimi
buiikami. S vaskularizaci se ze sekunddrnich klkt stavaji definitivni tercidlni klky (8).
Dalsim krokem vyvoje placenty je vznik tponovych klki, jejichZz zakonceni plavou volné v
krvi intervildzniho prostoru. Zhruba do 8. tydne je povrch chorionu bohaty na klky, chorion
se postupné rozliSuje na dvé casti — veétsi chorion laeve (bez choriovych klkii) a mensi
chorion frondosum, kde choriové klky rostou a rozcleiiuji se. Chorion frondosum spolu s
decidua basalis vytvaii ltizko neboli placentu (9). Dalsi vyvoj placenty vyzaduje staly rust
velikosti a délky klkii v oblasti chorion frondosum a expanzi intervilézniho prostoru. (9; 8)

Placenta se stava pln€ funkéni od druhého trimestru. Zoban a spol. uvadi, ze velikost
placenty je vpriméru 15-20 cm, pfiCemz tlouStka muze dosahovat 3 cm. Zaujima
17% hmotnosti plodu, zhruba 500 g, tvotfena je z 50 % matetkou krvi a 15 % tvofti fetalni

krev. (10)

1.3.1. Funkce placenty

- vyména dychacich plynt, kysliku a oxidu uhli¢itého prostou difuzi na zakladé
gradientu rozdilnych parcialnich tlaki mezi krvi matky (pO2 — 50 mm Hg)
a plodu (pO2 — 30 mm Hg), (5)

- facilitovana difuze umoziuje ptistup zZivin k plodu (napt.: glukézu), sekundéarni
aktivni transport zajiStuje pfenos aminokyselin. (5)

- placentarni barierou prostupuji i katabolity produkované plodem. (5)

- hormonalni produkce — choriovy gonadotropin, estrogen, progesteron.

Pfes placetu mohou prochézet 1 potencionalné Skodlivé latky, které by mohly negativné

az fataln¢ ovlivnit vyvoj plodu, soucasti této skupiny jsou alkohol nebo nikotin.
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1.4.Mési¢ni vyvoj plodu

. mésic (4. tydne) — vyviji se micha, srdce, o¢i a usi, bije srdce

. mesic (8. tydne) — probihd vyvin rukou a nohou, embryo se zafind pohybovat, nicméné
matka jeho pohybu zatim neni schopna pocitit, jsou vyvinuty zadklady organovych
struktur

. meésic (13. tydne) — zalind faze plodu, pies fonendoskop je slySitelny tlukot srdce,
na prstech zacinaji rast nehty a jsou ziejmé otisky prstl. Plod méfi priméru 10 cm
avazi 150 g.

. mesic (17. tydne) — zacinaji se formovat lidské rysy v obliceji, plod je schopny vnimat
matcin hlas. Plod dortsta v praméru 16 cm a vazi 250 g.

. mésic (21. tydne) — plodu sili svaly, vytvaii se kiize s vrstvou lanugo, probiha tvorba
zavith. Plod méfi priméru 19 cm a vazi 350 g.

. mesic (25. tyden) — kize je v tenké prihledné vrstve, plod je aktivni, organy v hlavnich
rysech vyvinuté, realna Sance pieziti pti pred¢asné porodu

. meésic — plod rychle roste, pfibird na vaze, mize plakat, pracuje se vSemi péti smysly,
odd€luji se ptivodné srostla o¢ni vicka.

. mésic — plod se otacenim hlavou dolu ptipravuje na porod, piibyva tukova hmota, dortsta
mozek, sestupuji varlata do Sourku, vysoka Sance pieziti pti predCasném porodu

. mésic — plod je pfipraven na porod, do plodové vody odpadé lunugo a nehty jsou kulaté,

velikost se pohybuje okolo 48 cm a vazi od pramérné 2800 g. (7)
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2. LIDSKY CHORIOVY GONADOTROPIN

Lidsky choriovy gonadotropin (Human chorionic gonadotropin (hCQG)) je heterodimer
skladajici se ze dvou podjednotek, které utvareji molekulovou charakteristiku
pro skupinu glykoproteinovych hormont, rozdilem od jinych hormont této skupiny (FSH
folikulostimulaéni hormon, LH luteinizaéni hormon a TSH tyreotropni hormon) je,
ze nevznika v adenohypofyze, ale je produkovan syncytiotroblastem placenty béhem
téhotenstvi (11). Jednotlivé ¢leny rodiny glykoproteinovych hormonti od sebe vzajemné
odlicuje jedinecnost B fetézce chemickd struktura a fetézec je charakteristickd pro vSechny

hormony ze skupiny.

Asn
<

- chain 52
HFSH
HLH
HCG 92 AA
‘\,\'”
& N
chain Asn
HFSH v Asn
24 111 AA

145 AA

Obrazek 3 Schematickeé zndazornéni proteinové primarni struktury o a § podjednotek gonadotropinii + pocet

aminokyselin jednotlivych podjednotek
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Obrazek 4 Znazorneni struktury syncytiotroblastu (zdroj produkce hCG) a primarnich klkit zanorujicich se do
embrya, nasleduje vyvoj sekunddrnich a tercialnich klkii. Z syncytiotroblastu trofoblastu a materského

endometria nakonec vznika placenta.

Hladina v krvi hCG muze byt sledovana z raznych divodu, za zdroj zvySené koncentrace
muze prfitomnost nadordi germinativniho a trofoblastického ptivodu, v gynekologii je
z4dsadnim markerem pro vcasnou diagnozu tc¢hotenstvi a to vcetné mimodélozniho,
mnohocetné¢  gravidity, hroziciho potratu nebo onemocnéni mola hydatidosa.

Fyziologickd hodnota hCG se béhem téhotenstvi méni a je pro jednotliva obdobi
odli$na, na pocatku t¢hotenstvi jeho hladina v moci nebo krvi rychle roste a maximalni
hodnoty nabyva mezi druhym a tfetim mésicem tehotenstvi, poté nastava pokles velikosti
piku, a to az do pocatku posledniho trimestru, kdy jeho hladina zistava konstanté.
Detekovatelné mnoznosti hCG se v matetském ob&hu objevuje kolem 8. — 10. dne po poceti

(12; 13).
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Obrazek 5 Denni zvyseni hCG v moci v casném téhotenstvi ve trech riiznych studiich: The UK Early Pregnancy Study, UK
Standard Care Ultrasound Study a US Gestation Age Study (C. Gnoth, 2014)

Béhem 8. dne od poceti je mozné detegovat hCG v mateiském ob&hu, podobného data
detekce lze dosdhnout i v moc¢i matky. Nasledujici dny je koncentrace v séru prfiblizné
10 mlU/ml. S postupem téhotenstvi se hladina hCG zvySuje pfiblizné o 50 % za den
a maxima dosahuje kolem 10. tydne, kdy je hladina ptiblizn¢ 100 000 mlU/ml, poté klesa,
v pribéhu téhotenstvi zlstadva konstantni pii hladin¢ 20 000 mIU/ml. Od 9. dne
je koncentrace v mo¢i piiblizn¢ 0,93 mIU/ml. Vrchol nejvyssi koncentrace hCG v moci

je kolem 45. dne od poceti (14; 15).
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2.1.Historie

Diky objevu hormont doslo na pocatku 20. stoleti k vyvoji skute¢né spolehlivych
testl. Ernest Starling a William Bayliss izolovali z mo¢i t¢hotné Zeny specifické hormony,
védecky prilom datovan k roku 1905 (16). Némecti gynekologové Slemar Aschheim
a Bernhard Zondek vyvinuli vroce 1927 prvni biologicky test pro vc€asné testovani
gravidity, jeho nazev se odvijel od jmen védct — A-Z test. Aschheim a Zondek na podkladé
novych informaci o hormonech odhalili dileZitost ptedni hypofyzy ve fyziologické funkci
vajecnikl, navazovaly na poznatky Ludwig Fraenkel z roku 1903, jez jako prvni publikoval
poznatky
o0 lidském zlutém télisku a pojmenoval hormon progesteron. I pfesto ze Aschheim a Zondek
samotny objev hCG neucinili jejich test na principu vstifikovani testované moci pohlavné
nezralym mySim byl funkénim téhotenskym testem, diky spravnému pifedpokladu, Ze moc
téhotné Zeny ovlivni pohlavni vyvoj mysi a po¢ne jeji fije. A-Z test prokazoval spolehlivost
98,9 % (16; 17; 18) . Leif Wide a Carl Gemzell v roce 1960 vyuzivali smés moci pacientky
a protilatek hCG pro aglutina¢ni test, princip testu byl G¢inny avSak nedodate¢né citlivy.
V roce 1978 se na americkém trhu poprvé objevili doméci testovaci sady, ktery vychazeli
z objevu Judith L. Vaitukaitis a Glenn Braunstein u¢inéné¢ho v roce 1972, kdy vytvoieni
radiomunoanalyzy in vino postavené na citlivosti pro podjednotku beta, specifickou hCG
podjednotku, ucinilo test citlivym i prikaznym a definovalo testy pro nésledujici dekady

(16; 17).

2.2.Struktura hCG

Lidsky chodirogonadotropin patii mezi opravdu zajimavé molekuly v lidském téle. Patii
totiz mezi nejkyselejsi glykoproteiny obsahujici nejvyssi podil cukernych postrannich
fetézcli (25-41% molekulové hmotnosti (19)) a nejdelsi cirkuluji molekuly v lidské krvi (s
cirkulujici polo€asem 36 hodin (20)) , s Sirokym spektrem biologickych funkei. Od
implantace blastocyty a vyvoje placenty pies zajiSténi ristu plodu ke kliCovému fizeni
steroidogeneze béhem menstrua¢niho cyklu a ovulace oocyt po fizeni rakovinného riistu u

¢lovéka. Mimo jiné nedilnou soucasti klicovych funkci hCG je evolu¢ni vyznam pfi
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prenatalnim vyvoji mozku. Jednotlivé bioptické procesy maji své koordinatory
v jedinecnych variantdch, o konzistentnim sloZzeni aminokyselinovych sekvenci,
a-podjednotkou (91 AMK, molekularni hmotnost 14 kD) (15; 21) a B-podjednotkou
(145 AMK, molekuldrni hmotnost 23kD) (15; 21) , s nekonzistentnimi funkcemi a zdrojem
produkce. Pro nejdiilezitéjsi varianty byly vytvoreny standardy dle WHO: (15; 22)

- intact hCG,

- nicked intact hCG,

- free B-subunit,

- free nicked B-subunit,

- free B-core,

LH a hCG produkované v t€hotenstvi pisobi na stejny receptor a tim maji vliv na
proces vyvoje Zlutého téliska a produkci progesteronu. Zatimco volna B-podjednotka hCG
a hyperglycosylated hCG se vdznou a antagonizuji receptor TGF-B, ukazuji se jako
autokriny fungujici samostatné. (20) Fyziologickd a patologickd diagnostika se neobejde
bez znalosti strukturnich variant hCG, jejich exprese 1 degradace.

Mezi dalsi varianty forem hCG spadd hCG-H (hyperglykosylovany hCQ), ten je odnozi
,hormalniho®“ hCG s vétsimi komplexnimi oligosacharidovymi postrannimi fetézci
pozorovanymi u choriokarcinomu (23). A vSak tato forma neni soucdsti Mezindrodnich
standart WHO, jelikoz vSechny provadéné studie pouzivali protilatky B152, ta ale neni
komeréné dostupna a potvrzeni pomoci nezavislych ¢inidel nebylo mozné. (23; 15)

Chemickou strukturu podjednotek-a 1 podjednotek-p utvareji tfi smycky ptipoutany
cystinovym uzlem pomoci tii disulfidickych mistkti. Takovou to chemickou strukturu maji
mimo jiné 1 transformujici rastové faktory B TGF-B, neuronélni rastové faktory (NGF)
¢1 destickové rustoveé faktory (PDGF B) a jiné rtistové faktory. Smycky 1 a 3 tvoii jeden
z konctli obou podjednotek, zatimco smycka 2 utvaii konec druhy. Stabilizace je zakotvena
v podjednotce — B diky ctvrtému disulfidickému mistku. Prostorova orientace molekuly
pripomina podobu ,,cigaretové molekuly” — orientace o a p protilehlé s ukonéenim struktury
parovymi smyckami 1 a 3. PficemzZ podjednotka-a je pomoci dalsi smycky ukotvena
v podjednotce B — Gtvar s oznacenim ,,bezpecnostni pas" dillezity pfi vazb¢ na receptor.

Z kompaktni molekuly na podjednotce hCGP vystupuje C-koncovy peptid (CTP, B113-145).
(24; 25).
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K zaniku  — podjednotek dochézi v ledvinach, na degradaci se podileji 1
makrofagové enzymy, z degradované podjednotky vzniké fragment B podjednotkového

jéadra ten se dostava do moci a je mozné provadet jeho detekci. (26)

2.3.Patologicka produkce hCG

2.4.Gestacni trofoblasticka nemoc (GTN)

GTN vznikd zanomalii pfi vyvoji placenty a pies premaligini poruchy dosahuje
az malignich poruch, jedna se o skupinu patologicky ojedinélych stavii, které se nepodléhaji
béznym mechanismim. Diagnostika probiha pomoci sledovani hCG, histologickych
1 molekularné genetickych metod a studii. V l.trimestru je diferencialni diagnostika
nespolehliva, spolehlivéjsi je diferencidlni diagnostika hCG v dalSich trimestrech.
Charakteristickym znakem mol je nesnizujici se hladina hCG po dosazeni 12. tydne
t€hotenstvi, pokud je te¢hotenstvi fyziologické hladina hCG by od této chvile méla klesat >
supsekce na maligni transformaci tumoru (27). Monitorovani hCG je podstatné pro v€asnou

diagnostiku Gestacni trofoblastickd nemoc (GTN). Histologicky zahrnuje GTN: (28; 29)

Tabulka 1 Déleni GTN podle uirovné zhoubnosti onemocnéni (28)

PREMALIGINI MALIGNI
Parcialni (inkompletni) mola Perzistujici trofoblastickd nemoc

(Mola hydatidosa partialis, MHP) (PTN)

Kompletni mola

Choriokarcinom

(Mola hydatidosa completa, MHC)

Proliferujici mola Trofoblasticky nador v misté placenty

(mola proliferans, mola destruens, MP) (PSTT)

Epiteloidni trofoblasticky nador
(ETT)
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Cestnost onemocnéni GTN je evidovana s vy$s§im vyskytem v Asii, na Blizkém vychodu
a v Africe, divodem by mohly byt obtize pii ziskdvani piesnych udaja. (29)

Cestnost parcialniho (inkompletni) mola se pohybuje mezi 0,57 az 2 na 1000 thotenstvi.
(305 29)

Zvysené riziko onemocnéni kompletni mola je u zen v pocatecnich letech reprodukéniho
véku a u zen v letech pozdniho reprodukéniho véku. Jednd se o 7,5x vetsi Sanci néz pro
veékovou skupinu 21-35 let. (31; 29)

Riziku choriokarcinomu v USA a Evropé podléha 1 ze 40 000 t€hotnych zen, v Japonsku
3,3 ze 40 000 te¢hotnych Zen a v jihovychodni Asii 9,2 na 40 000 té¢hotnych zen. (30; 29)

Tabulka 2 Déeleni GTN dle skupiny rizika (28)

SKUPINA PACIENTEK
o . ULTRA VYSOKE REZISTENTNI
IZKE RIZK KE RIZIK
N (0] VYSO (0] RIZIKO
* Pocatecni Setrna
. Kombinovana chemoterapie,
Monoterapie ) Indukéni
terapie ‘ hysterektomii,
chemoterapie .
laparotomie,
radioterapie

* moznosti 1é¢by podléhaji limitim udavajici lozisko a mira onemocnéni.

Germinativni tumory varlete

Screening a diagnostika hCG ma vyznam pro diferencidlni diagnostiku tumort varlete,
zhodnoceni stadia onemocnéni, monitorovani 1é¢by nebo v pfipadé genetickych predispozic
rozvoje germinativniho nadoru Ize pozorovanim hladiny hCG v séru pouzit jak pomocnou
metodu prevence 1 odhaleni tumoru. Choriokarcinomatdzni a syncitiotrofoblastické slozky

tumorti vylucuji hCG. (27)
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3. HISTORICKE METODY STANOVENI TEHOTENSTVI

Pisemné zminky o tchotenskych testech nalézame jiz v dochovanych dokumentech
ze starovékého Egypta. Kolem roku 1350 pfed nasim letopoctem Zeny opakované béhem
nekolika dni pomocovaly semena pSenice a jeCmene, za pozitivni vysledek testu bylo brano
kli¢eni semene, naopak nevyklieni znacilo negativni vysledek testu. Touto metodu bylo
mozn¢é zjistit jednak téhotenstvi zeny a také pohlavi plodu, kli¢eni je¢mene poukazovalo na
chlapce, zatimco pSenice na divku. Studie z roku 1963 zjistila, Ze semena jeCmen a pSenice,
které byly polévany moc¢i muzi a neté¢hotnych Zen nezacali rist, zatimco mo¢ od téhotnych
zen vyvolala rist v 70 % ptipadid (32). AvSak pohlavi plodu neni mozné touto metodu
stanovovat. Védci usuzuji, ze mozné kliceni by mohla zplsobovat zvySend hladina

estrogenu v moci. (32)

Test done , or

\ -
ﬁ j;z, 3 BN

1350 BC == 0027 1931 1939 1960 1971 1988
Egyee) Carada
Animal-based Antibody-based
Technique Technique

Obrdzek 6 Casovd osa vyvoje téhotenskych testii

Znalosti anatomie nebyly v historii vzdy slucitelné s opravdovou fyziologii téla
a 1 pres snahu lidské télo dostate¢né pochopit nebylo mozné nebo dostupné télo spravné
poznat, i ztéchto divodu se Hippokrates, otec ,,moderni mediciny, domnival, Ze pfi
téhotenstvi se déloha zeny tzv. uzavie a skrz délohou do téla nic neprojde. Z tohoto
nespravného usudku doporucoval Zenam si vkladat pfes noc do pochvy cibuli a pokud jim
druhy den byl z dechu citit cibulovy oder, Zena by t€hotna nebyla, jelikoz silice cibule prosli
pies délohu do téla, zatimco pfi t¢hotenstvi by druhy den réano z jejiho dechu nic citi nebylo.

(33)
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At uz se jednd o jakoukoliv historickou dobu, neni obdobi té¢hotenstvi pro zenu vzdy
jednoduché a bezpetné, obzvlast’ narocné to mély zeny v starovéku i sttedovéku, medicina
nebyla na tak vysoké rovni jako je dnes a ani zdaleka neméla Zena v téhotenstvi, takové
moznosti jako mé v dnesni dobé. Graviditu nemusely nastavajici maminky poznat do patého
az Sestého mésice.

Ackoliv neni intuitivni, Ze by detekce téhotenstvi mohla vychazet z moci, byla pravé
moc¢ nejcastéji vyuzivana pro analyzu. Jak jiz bylo vySe zminéno nekteré testy, kuptikladu
egyptsky, dokéazaly detekovat tchotenstvi spravné, jiné byly ponékud bizarni a jejich
principy nemély casto zadny prokazatelny vysledek, k témto naptiklad patiily testy, pfi
kterych mél v moci téhotné Zeny zrezivét hiebik, zménit barvu list ¢i byt v moci populace
zivych tvora. Ani o néco malo bizarni nebyl prvni z modernich testt, ktery byl vyvinut roku
1927 némeckymi védci Aschheim a Zondekem, ktefi zjistili, Ze injekce moci t€hotné Zeny
vyvola rist mySich pohlavnich organu u sexudln¢ nezralych samicek. Vyhodnoceni testu
trvalo minimalné tyden a pfi jeho provadéni bylo nutné zasilat mo¢ do laboratofi (32; 34).
DalSim z testl, které se provad€ly na zvifatech byly testy pomoci Zab, ty byly vyvinuty
britskym védcem Lancelotem Hogbenem. Velkym rozdilem od mySich testi bylo, ze zaby
nemusely byt pro vyhodnoceni pitvany, jelikoz se posuzovaly zabi vykladena vajicka a zabi
samicky mohly byt vyuzity znovu. Tim se sniZovaly nédklady na test a tento test se staval
dostupnéjsi, mimo to byl rychlejsi, vysledky byly dostupné do dvanacti hodin, nevyhodou,
ale stale zlstavalo laboratorni provadéni. (32)

K velké zméné doslo v 60. letech minulého stoleti, kdy zapocala doba testovani bez
pouziti Zivych zvifat. Roku 1971 vyvinul Dr. Vaitukaitis, Braunstein a Ross test, jenz
dokazal vyhodnotit téhotenstvi béhem 2. — 3. tydne po poceti. Princip testu spocival
v oznaceni ovcich erytrocyti protilitkami hCG, roztokem shCG protilatkami a

testovanou moci.

Pfi provadéni testu se smichaly vSechny slozky dohromady a pii vyhodnocovéni se
posuzovalo shlukovani vzorku, pfi obsahu hCG v moci, pii téhotenstvi, tyto molekuly
reagovaly s protildtkami v roztoku a na ov¢i erytrocyty se nenavazovaly, k shlukovani by
nedoslo, pokud by ale Zena t€hotna nebyla, doslo by k agregaci protilatek na krvinky a test

by byl vyhodnocen jako negativni.
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Cteni vysledki nebylo tézké a doba testovani byla zakracena na nékolik minut &i hodin.
Test se stal rutinni zalezitosti, nicméné pro otestovani bylo stale nutné navstévovat 1€kare.
(32)

To se ale zménilo v 70. letech v Kanad¢, kdy na trh vstupuje prvni domaci test, princip
zustava stejny, stale jsou vyuzivany ovc€i erytrocyty a sérum protilatek proti hCG. Testovaci
sada dale obsahovala zkumavky a kapatka. Test musel byt provadén peclivé a krok po
kroku, jak urc¢oval navod, poslednim krokem pied vyhodnocenim bylo ponechat zkumavky
2 hodiny bez vibraci. Pfi spravnosti postupu byl pozitivni vysledek s pravdépodobnosti 97 %

a negativni s pravdépodobnosti 80 %. (32)
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4. TESTY PRO SAMOVYSETRENI

Oproti dobam minulym a znalostem dnesni doby jsou téhotenské testy dostupnéjsi,
rychlej§i a kvalitngjsi. Zeny jiz nemusi pomoc¢ovat semena ovsa a pSenice nebo podstupovat
nckolika krokovy test a ¢ekat dvé hodiny na vysledek.

I pfesto jsme u testl vychazejici ztestovani moci zistali a jako prvni volbu
samotestovani, tzv.: domaciho testovani, volime imunochromatografické testy, ty jsou na
trhu dostupné
od riznych znacek a vzajemné se od sebe mohou liSit moznosti provadéni testu — z proudu
moci nebo test ponofit do nadobky se vzorkem, také Ize jiz z testu zjistit tyden t€¢hotenstvi ¢i
se testy odliSuji svou citlivosti. Test s citlivosti 10 mUl/ml Ize pouzit jiz par dni pted
oc¢ekavanou menstruaci, zatimco test s citlivosti 25 mUl/ml dokdze vyhodnotit spolehlivé
vysledky prvni den po ocekavani menstruace. DalS§i moznosti domaciho testovani je test
z krve, kde je soucasni testovaci sady lanceta na provedeni vpichu do prstu a souprava

na odbér malého vzorku krve. (35).
Early At-Home Pregnancy Test Components

Roc¢né se na evropském trhu proda
65 miliont jednorazovych téhotenskych
testd (36). ,Pfes 99 %*“ a ,,vysokd

citlivost jsou hesla, kterd se objevuji

jak na krabickach domaécich testi, tak .
urine [
N7 ’ N . v v | °oO
v ptibalovych letacich a to i1 pfesto, ze sample
vétSina volné projedenych t€hotenskych no hCGin urine  hCG in urine

testi nebyla testovand v nezavislych
Wot Pregnay,, Pregnant

studiich s relevantnim hodnocenim

zdravotnickych technologii, nepodlehla
metaanalyzam nebo jinym klinicky a
diagnosticky kontrolnim studiim. (37;
15). T¢hotenské testy na americkém trhu
musi splhovat zasady dle FDA

(Americky tfad pro potraviny a lé¢iva).
Obrazek 7 Schéma casného téhotenského testu na bazi protilatek
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1. citlivost testu, coz je koncentrace hCG, pii které se ocekava, ze test vrati
pozitivni v > 95 % ptipada; (15)

2. studie srovnavani metod, kde je pfistroj srovnavan se srovndvacim piistrojem;
(15)

3. mira detekce t¢hotenstvi, pokud se testovani provadi pied ocekavanou
menstruaci, tj. procentudlni mira zjisténych vysledkl téhotenskych vysledka

v jednotlivych dnech vzhledem ke dni ocekévané menstruace. (15)

Tyto zésady jsou vyrobci mnohdy dodrzovany 1 na evropském trhu,
1 presto, ze evropsky trh donedavna podléhal nedostatkem pokynii pro standardizaci, to
ale méni nafizeni o diagnostice in vitro. Nahrazeni soucasné evropské smérnice

(98/79/EC) a pIné implementovani v Evrop¢ do roku 2022. (36; 15; 38)

Mezi analyzatory, které vyhodnocuji téhotenstvi v misté péCe pacienta, patii POCT
analyzatory (z anglictiny point of care testing). Ty nalézdme na urgentnich piijmech,
liZzkovych oddélenich v ordinacich praktickych 1€kait a jinych lékatskych zatizenich nebo
piimo u pacienta (diabetici, hemofilici). POCT metody se uplatiiuji u mnoha diferencidlnich
diagnostik nejCastéji v misté¢ akutni péce, diagnostické pole POCT je Siroké mimo
té¢hotenstvi (méfeni hCG) lze méfit glykemie, provadét stanoveni glykovaného
hemoglobinu, chemické vySetfeni moci, stanoveni c-reaktivniho proteinu (CRP) a jina.
Detekce téhotenstvi diky POCT byt pozitivni jiZ po 7-10 dnech od otéhotnéni, detekee je ale

doporudovana az tyden po vynechani menstruace (39; 40; 41).

4.1.1. Imunochromatografické ,,screeningové* testy

Princip je zaloZen na chromatografické separaci latek, kdy je kapalina nasycena na pevné
fazi kolony. Kapalny vzorek po naneseni do absorp¢ni vrstvy — startovaciho pole se
postupné kapildrnim vzlindnim posuvna po pevné — mobilni fazi k zafixovanym reagenciim,
jez reaguji s analytem ze vzorku. Diky oznafeni navazaném na reagencii je prub¢h reakce
mozné vizualizovat a pouhym okem vyhodnotit. Vyhodnoceni provadime do nékolika
minut, vysledek 1ze honit jako pfitomnost nebo nepfitomnost sledovaného analytu, tedy urcit

pozitivni nebo negativni reakci.
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Materidlem  pro  pevnou  fazi  mohou byt nitrocelulozové, nylonové
nebo polyvinyldendifluoridové membrany, materidlem pro kapalnou fazi mohou byt sliny,
moc¢, pot, kapilarni krev. Plna venozni krev, sérum nebo jiné biologické materidly, vSak
vyzaduji zpracovani vzorku pted vlastni analyzou, vysledek mozné stanovovat pouze

v ambulanci 1ékare nebo v diagnostické laboratofi.

Pomoci screeningovych testi muzeme ve vzorku prokazovat nizkomolekularni
1 vysokomolekularni latky, napt:

- Specifické protilatky (napft.: detekce antigenu SARS-CoV-2 ze slin)

- Hormony (napft.: detekce lidského hCG v moci)

- Drogy (v testu se ovéfuje pfitomnost latek z jednotlivych skupin, napft.:
amfetaminy, benzodiazepiny, kanabinoidy, kokain, fencyklidin, u orientac¢nich
imunochemickych testll
je prokazovéana skupina piibuznych drog (napf. opidty), neni mozné rozpoznat
jednotlivé piibuzné druhy drog (v piipadé opidti nerozliSime kodein, morfin,
heroin)

- Ajiné

Zékladem téchto testli jsou specifické protilatky, ty jsou nejcastéji znacené koloidnim
zlatem, latexovymi mikro¢asticemi v komplexu s molekulou barviva, fluoriza¢nimi
imonolipozémy apod. Diky znaceni protilatek l1ze vyhodnotit zakoncertovani v testovaci

nebo kontrolni zoné€ — vizualizace reakce. (42)

4.1.1.1. Test pro kvalitativni detekci hCG

Test funguje na principu sendvicového usporadani, ten vyuziva dvé razné protilatky,
které¢ od sebe odliSuje epitopovou specifita ke stejnému antigenu. Jedna z protilatek, prvni
v poradi pii postupu vzorku testem, je rozptylena v konjugacni zdn€ za mistem pro nandseni
vzorku, jednd se protilatky anti-1hCG tvaru Y , které jsou znaceny kolodiim zlatem, pro
vizualizaci reakce. Tato znaCena detekCni protilatka (tzv.: konjugat) vytvaii v pripadé
pritomnosti antigenu ve vzorku imunokomplexy [hCG-protilatka 1- barvivo], které jsou
unaseny kapalinou dal nitrocelul6zovou membranou k testovaci linii. V testovaci linii jsou

imunokomplexy zachycené na fixované Y protilatky anti-2hCG (tzv: capture antibody),
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vznikd tzv. sendviCovy komplex [protilaitka 2hCG-protildtka 1barvivo]. Enzym
(koloidni zlato) je navazan na detek¢ni protilatku se zakoncertuje a v testovaci zon€ vznikne

okem viditelny prouzek. Prouzek v testovaci zoéné€ (T) znaci pozitivni vysledek.

N

absorpéni

prouzek

kontrolni linie ——p — I = =

A
plastovyobal ——3»

testovaci linie ——»—< -

A
nitrocelulézova >8
membrana ——» g>—o

konjugacni l l
zbna
zéna pro aplikaci % T T
—

vzorku

detekéni protilatky
@< znatené koloidalnim —<

testovaci protilatka
zlatem

{}% e kontrolni protilatka
proteinovy antigen

Obrazek 8 Schéma sendvicového usporadani imunochromatografickych testit VML

Ptebytek imunokomplexu postupuje dal na kontrolni zénu, kde je zachycen na prouzku
fixovanych anti-IgG protilatek. Prouzek vznikly v kontrolni zéné¢ (C) znaci, spravné
provedeni testu a vysledek 1ze povazovat za validni.

Pokud ve vzorku moci neni pfitomny hCG antigen, konjugat zlistdva volny a pfi

pruchodu testovaci zonou neni vazan k fixovanym protilatkdm. V testovaci z6né (T) prouzek

nevznikd, vysledek testu je negativni. Volné znaCené detekéni protilatky jsou unaSeny do

kontrolni zony (C), kde jsou zachyceny na prouzku fixovanych anti-IgG protilatek. Prouzek
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vznikly v kontrolni zon¢ znaci spravné provedeni testu a vysledek Ize povazovat za validni.

(43; 42)

4.1.2. Domaci testovaci sada ze vzorku moci

Mezi nejpokrocilejsi 1 uzivatelsky atraktivni téhotenské testy patii digitalni
téhotensky test Clearblue s indikatorem tydnu téhotenstvi. Test je citlivy na hladinu hCG
v moci
a vysledek kategorizuje do Ctyfech skupin ,,not pregnant®, ,,pregnant 1-2%, , pregnant 2-3*
a ,,pregnant 3+“. Prah (pfi kterém 50 % vysledkii spadd do sousednich kategorii) pro

stanoveni vysledkii:

Tabulka 3 ClearBlue tehotensky test — prah pro stanoveni vysledki

PREGNANT 1-2 PREGNANT 2-3 PREGNANT 3+

10,2 mIU/m 153 mIU/ml 2 750 mIU/ml

Material absorbujici vzorek je propojen se dvéma testovacimi prouzky, jeden s nizkou
senzitivovou a druhy s vysokou senzitivitou. Testovaci Cast s nizkou senzitivitou obsahuje
jeden prah detekce, ktery rozliSuje dobu trvani téhotenstvi od ,,pregnant 2-3* a ,,pregnant
3+, Zatimco testovaci ¢ast s vysokou senzitivitou ma dva prahy detekce, jen pro urceni,
zdali
je zena vubec t¢hotna druhy pro selekci na kategorie ,,pregnant 1-2°, ,pregnant 2-3°
a ,,pregnant 3+“. Doba trvani tchotenstvi je vztazend na dobu od ovulace, k dobé od

posledniho dne menstruace. (44)
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Obrazek 9 Vnitini struktura Clearblue tehotenského testu + tydenni vyhodnoceni (44)

4.2. Test pro kvalitativni detekci lidského hCG ze vzorku krve

Stanovit zdali je Zena téhotnd je také mozné pomoci krevnich testli, ty mohou byt
provadény domadci sadou nebo z krve odebrané u lékafe a poté testované v laboratofi, tato
metoda neni rutinni, na krevni vySetfeni Zzena dochdzi aZz pozdéji v pribchu testovani,
ale 1 pfesto je mozné zjistit t¢hotenstvi touto cestou. Krevni testy maji piesnost stejné
vysokou jako maji i mo€ové testy, nicméné jejich vyhodou je vyssi citlivost:

- laboratorni krevni testy deteguji pfitomnost hCG v periferni krvi jiz pfi
koncentraci 1 az 2 mIU/ml, domaci krevni testy mohou detegovat hCG jiz od 10

mlU/ml.

A4

Dalsi vyhodou krevnich testi je nizs$i pravdépodobnost faleSné negativniho vysledku,
test z mo¢i miiZze byt faleSné negativni pii nadmérné hydratace, zfedéni vzorku, popiipadé

mohl byt pouzit pfili§ brzy. Hladina hCG se v téle zdvojnasobuje kazdych par hodin.

4.2.1. Domaci testovaci sada ze vzorku krve

Testovani ze vzorku krve si Zena miize provadét sama v pohodli domova sadou
zakoupenou v drogerii nebo lékarné, testovaci sada obsahuje testovaci kazetu, pipetu,

alkoholovou utérku, sterilni lancetu a pufrovy roztok.
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Vzorek krve je odebiran zprstu lacetou do pipety, prst je nutné piedem
ocistit alkoholovym ubrouskem a pro vetSi prokrveni jej promasirovat. Do vyznaceného
mista na kazeté je nanesen vzorek krve, po jeho absorbovani na stacionarni fazi je do téhoz
mista v mnozstvi které uvadi ndvod pfidan pufrovy roztoku. Odecet vysledku se provadi
mezi

5. aZz 10. minutou od smichéani obou reagencii.

za_pozitivni vysledek jsou brany dvé ¢arky, jedna v testovaci oblasti (T) a druha v kontrolni

oblasti (C), 1 hodn¢ bleda carka (tzv.. ducha) je posuzovana jako pozitivni vysledek,

za negativni vysledek je bran vysledek s ¢arkou pouze v kontrolni oblasti (C),

neplatny vysledek je posuzovani jako Carka pouze v testovaci oblasti nebo neobjevi-li se

zadna prikazna carka. (45)

Tabulka 4 Domaci krevni test — vyhody a nevyhody
VYHODY NEVYHODY

Rychlost vysledku Vlastni odbér vzorku krve
Citlivost od 25 1U/1

Forma domaciho testu

Piesnost 98 %

4.2.2. FaleSné negativni téhotensky test: Hook Efekt

Fenomén zndmy jako Hook efekt (46) vyhodnocuje imunologické testy faleSné
negativné, piestoze posuzovany vzorek obsahuje sledovanou latku a konec¢ny odecet
vysledku by mél byt registrovan jako pozitivni. Jde o imunologicky jev, jehoz pfi¢inou mize
byt naruSeni imunitnich procesli, kdy ma antigen nebo protilditka vysokou koncentraci,
piipadné sledovany vzorek obsahuje varianty sledované latky, pro které neni test stavén.

Ackoliv je ,,Hook efekt* vzacny, jedna se o dilezity jev. Tendence ztracet skepsi, pfestoze
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negativni vysledky a je proto nutné byt s intepretaci V}'Isledku obezfetni.

Studium hCG a jeho vazby na diikaz téhotenstvi odhalily moZnou pfitomnost variant
hCG v moci pacientky. Mocové té¢hotenské soupravy jsou postaveny na principu reakce
s beta podjednotkou hCG, a to diky jeji specifité pravé pro hCG, podjednotka alfa je
spolecnym znakem glykoproteint a proto by test postaveny na jeji detekce nevyhodnocoval
vyluéné hCG, nybrz Folikulostimulaéni hormon (FSH), Luteinizaéniho hormonu (LH) a
hormony stimulujici Stitnou zldzu (TSH) (48). Studie ukazuji, Ze faleSné ptevladajici
vysledky testll
u té¢hotnych zen, mohou byt zplisobeny piitomnosti odlisné varianty hCG — intaktniho hCG,
volného beta fetézce, fragmenty beta fragmentti, H-hCG (hyperglykosylovaného hCG) a
jiné. (48) (49) (50). ,,Hook efekt* mizeme uvést na piikladu studie Butler SA a spol, ktera
dosla k zavéru, ze 9 z 15 béznych tehotenskych testii nedetekovaly H-hCG tak tspésné jako
inaktivni hCG (51). Vytvofeni imunokomplext, na kterych je test postaven, neni v tomto
pfipadé mozZné, vytvafeji se jiné imunokomplexy, ty ale neumoznuji vizudlné pozitivni
vysledek. (46). Pti opakovaném provadéni testu napomahd odhaleni ,,Hook efektu* vzorek
moci ziedit, diky ¢emuz dochazi k vyrovnani nadbytku antigent. (46). FaleSn€ narativni
vysledek podléha 1 POCT diagnostickd metoda: 1,6 % (vcetné viceCetného mimodélozniho

téhotenstvi) a 3,6 % u zen s bolesti bicha ¢i vaginalnim krvacenim (39)

§ i L* g —

* Tracer/test positive @ frepnes
8889 & e i
T Fixed antibody 8 g m L § .

T Finod antibody

|~ ]

Free antibody

Obrazek 10 Nalevo: Funkcni tehotensky test. Napravo: Test podléhajici Hook

efektu — falesne negativni vyhodnoceni testu
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5. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Moderni doba ndm piinaSi mnohé metody a zplisoby, jimiZ mame mozZnost si zpiijemnit
a urychlit proces aktivit a zkratit dobu ¢ekani na prakticky cokoliv, jak uz bylo vickrat
zminéno, mezi tuto Sirokou Skalu moZznosti patii 1 diagnostika téhotenstvi, o tom jak se
vyvijela moznost zjistit, zdali se sexualn¢ aktivnimu paru povedlo pocnout potomka
pojednévaji predchazejici kapitoly (3). V této kapitole se zaméefime na laboratorni moznosti
vyhodnoceni, na jejich intepretaci, na invazivni 1 neinvazivni vySetfeni a v posledni fade na

mozné budouci procesy diagnostiky.

5.1. Intaktni lidsky chodirogonadotropin v séru pomoci ECL

Vyhodnoceni t€hotenstvi na pocatku 4. tydne provadi PLM IKEM, principem stanoveni
je pritomnost intaktni hCG + beta podjednotky v séru. Sekrece intaktni hCG podjednotky je
zajiSténa bunkami trofoblastu ve fazi udrzeni funkce corpus Iluteum, spolu snimi je
uvolnéno mensi mnozstvi volnych podjednotek. Citlivost pozitivniho vysledku testu,
fyziologické gravidity, je od cut off 10 IU/l v séru (27). Test dale monitoruje hned n¢€kolik

parametrl vychazejici z hodnoty hCG:

patologickou graviditu — ektopické, mimodeélozni, t€hotenstvi nebo hrozici potrat,

znalost koncentrace hCG slouzi k posouzeni gestacniho véku,

dle kvantitativni hodnoty hCG mnohocetnost gravidity,

screening vrozenych vyvojovych vad,

intaktni hCG + beta podjednotku jako tumor marker, diagnostika i monitorovani 1écby.
Principem stanoveni je metoda meéfeni patfici do skupiny luminiscen¢nich metod:
elektrochemiluminiscence

Jedna se o metodu zaloZzenou na excitaci elektronti sledované latky na elektrické anodé
(elektrochemiluminiscence)  iniciovanou  vhodné¢  zvolenou  chemickou  reakci
(elektrochemiluminiscence), kde sledovanym parametrem je mnozstvi emitovaného svétla,

fotont, pti oné excitaci a po dopadu na métici senzor (elektrochemiluminiscence).
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Elektrochemiluminiscence (ECL) ma hned nékolik pozitiv, diky kterym jsou analyzy
pomoci ECL hojn€ vyuzZivana biochemickymi i klinickymi zafizenimi po celém svété.
Oproti konvenénim optickym technikam ma ECL nesporné vyhody ve vysoké citlivosti,
dobré specifité, nizkym ndkladim a nizkému Sumu pozadi. Diky rozmanitosti aktivnich
komponent a reakci ma ECL mnoho vyuziti v praxi, uplatiiuje se pii identifikaci molekul,

v klinické diagnéze nebo pii detekci chemikalii. (52; 53)

5.1.1. Elektrochemiluminiscenéni  imunoanalyzy hCG pomoci
stfibrnych uhlikovych kvantovych tecek a funkcionalizovanych

polymernich nanosfér
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Obrazek 11 Princip ECL s utrasenzitivnim imunosenzorem AgCODs@PNS—PEI

Elektrochemiluminiscen¢ni (ECL) imunosenzor vyuzivajici jako sondu nanokompozit
AgCQDs@PNS-PEI pro detekci hCG ma vynikajici selektivitu, dobrou reprodukovatelnost

a vysokou stabilitu (54). Studie uvadi vyrobu ultrasenzitivniho imunosenzoru ECL pomoci
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uhlikové kvantoveé tecky (COD) syntetizované slupkou papdji v kombinaci s ionty stribra za
vzniku nanokompozitu stribra nabitého COD (AgCQOD). Polymerni nanokulicky (PNS) byly
vytvoreny pomoci nekonecného koordinacniho polymeru kyseliny ferocendikarboxylové
a pouzity jako nosice pro naplnéni AgCQOD. Pripraveny AgCODs@PNS—PEI ma dobrou
biokompatibilitu a elektrickou vodivost a lze jej pouzit jako matrici pro imobilizaci

sekundarni protilatky. (54)

Testy, jez probihaly se tfemi vzorky zenského séra (30leta, 35leta a 37letd),
které poskytla Guilin Fifth People’s Hospital, o objemu 3 ml byly smichany s hCG o tfech
koncentracich (10.0, 25.0, 157 mIU/ml). Vzorky nebyly pro ucely méfeni fedény. Vysledky
studie viz Tabulka 5 Vysledky studie o detekci hCG pomoci ELC magnetické imunoanalyzy v
nemocnici (pouzito z ptivodni studie). Vytéznosti a relativni smérodatné odchylky jsou
v rozmezi od 97,2 do 102 % a 1,3 az 2,6 %, to ukazuje, ze tyto imunosenzory jsou

dostate¢né citlivou metodu pro detekci ke stanoveni hCG ve vzorcich séra (54).

Tabulka 5 Vysledky studie o detekci hCG pomoci ELC magnetické imunoanalyzy v nemocnici (pouzito z

pivodni studie (54))

ADDED HOSPITAL
SERUM ORIGINAL FOUND RECOVERY RSD
(MIU-ML- VALUE
SAMPLE (MIU-ML") (MIU-ML™) (%) (%)
) (MIU-ML™)
1 10.1£0.23 10.0 20.3+£0.53 102 1.7 10.0
2 24.7+0.71 25.0 49.0+0.83 97.2 2.6 25.0
3 156.8£2.10 157.0 313.6t4.1 99.9 1.3 150

Studie také uvadi detekéni limit hCG je 0,33 plU/ml s linearnim rozsahem 0.00100 to

500 mIU/ml (za optimalnich podminek) (54). Tato metoda méfeni v porovnani s jinymi
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metodami viz Obrazek 12 Srovnani metod pro detekci hCG (poZito z puvodni studie (38))
ma vice nez 10x niz8i detekéni limit a rozsah detekce hCG je rozsahlejsi nez uvadéné

metody. (54)

Detection method Nanomaterial Linear range Detection limit Ref.
(mIU mL™") (mIU mL™")

Colorimetric immunoassay MnO, nanorods 0.5-400 0.36 [3]

Differential pulse voltammetry AgNPs/graphene -IL-Chit nanocomposite 0.0212-530 0.0066 [4]

Surface-enhanced Raman scattering  HAuCl,-hCG- peptide probe-AgNPs-H,0, 0.5-200 0.18 [6]

Chemiluminescence resonance Magnetic nanoparticles—graphene 0.1-10 0.06 [8]
energy transfer

Linear-sweep voltammetry AgNPs/peptide 1-200 0.4 [43]

Cyclic voltammetry Pt-Au alloy nanotube 25-400 12 [44]

Electrochemiluminescence 0-3 [45]
immunoassay

Colorimetric immunoassay Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)-coated 1250-10,000 1250 [46]

gold nanoparticles

Electrochemiluminescence Ru-Nafion@TiO, composite nanoparticles 0.02-25 0.007 [47]
immunosensor

Electrochemiluminescence Au star@BSA-luminol nanocomposites 0.00100-500 0.0003 [48]
immunosensor

Electrochemiluminescence AgCQDs@PNS-PEI composites 0.00100-500 0.00033 This
immunosensor work

Obrazek 12 Srovnani metod pro detekci hCG (pozito z piivodni studie (38))

5.2.Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy hCG pomoci

sendvi¢ového imunosenzoru s CDs@dSiO: nanocasticemi

>

emeTE——— HAuCl, o ) \W(/
_

Electrodeposition

(2)

) Au NPs BSA = HCG-Ab, ‘ HCG-Ag I HCG-Ab,-CDs@dSiO, NPs ® Ru(bpy),**

Obrazek 13 Princip ECL pomoci sendvicového imunosenzoru s CDs@dSiO2 nanocasticemi
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Ve vysoce ucinném systému ECL tvofi nezbytnou c¢ast mechanické konstrukce
koreaktanty, tradi¢ni koreaktanty jsou ale mnohdy toxické, nova studie popisuje syntézu
malo toxickych, ekologicky Setrnych a stale u¢innych koreaktanti Ru(bpy)s** a navrhuje
imunosenzoru ECL s vynikajici stabilitou a selektivitou. (55). Ru(bpy)s>" a jeho derivaty
maji stabilni luminiscence, nizké davkovéni, transparentni mechanismus luminiscence,
obnovitelnost a pfizplisobivost za riznych pH podminek (55; 56; 57), diky ¢emuz se stdva
pouzivanym pii vyvoji novych ECL ko-reaktantovym systémi v analytické védé.

Prvnim krokem elektrodepozice zlatych nanocastic (Au NP) na elektrody ze skelného
uhliku (GCE, 3 mm) a hCG-Abl byl imobilizovan na Au NP kovalentni vazbou Au-S a po
specifickem zachyceni hCG, byl kombinovan s hCG-Ab2 modifikovanymi CDs@dSiO> NP
(hCG-Ab2-CDs@dSiO> NP). V tomto ECL systému byl Ru(bpy)s** stejnomérné dispergovin
v roztoku pufru a CDs@dSiO> NP byly pouzity jako nanosonda a také novy koreaktant
Ru(bpy)s**. (55)

Linearni rozsah pro ultra senzitivni detekci dosahuje 0,0005 mIU/ml az 500 mIU/ml
pii detekénim limitu 0,00019 mIU/ml. (55) Vzorek fyziologického séra byl ziedén
10 000krat PBS, méfeni signdlu ECL bylo provadéno pii koncentracich 5 mlIU/ml,
15 mIU/ml a 25 mIU/ml antigenu a koncentrace hCG bylo nasledné¢ vypocteno pomoci
linedrni rovnice regrese. Vytéznost z postupu byla 100 — 100,1 % a relativni smérodatna

odchylka byla méné nez 6,7 % viz

INITIALN  ApDED
SAMPLE =~ HUMAN (v

MEASURED AVERAGE RSD HOSPITAL

MIU-ML-1 % % N=3,%
SERUM y ( ) (%) (%) (N=3,%)
4,48
1 <LOD 5.0 4,87 5,72 4.4 100,1
4,87
13,36
2 <LOD 15.0 14,15 6,7 99,94
13,88
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15,20

24.4
3 <LOD 25.0 25,87 25,43 2,3 100
26,02

Tabulka 6 Vysledky analyzy detekce hCG pomoci ECL s CDs@dSi02 nanocasticemi
.Studie prichazi se zaveérem dobré biokompatibility
a dispergovatelnosti CD a tim o&ekavam, Zze systém ECL Ru(bpy)s;** - CDs@dSiO; bude
slibny pro biologické snimani. (55)

Tabulka 7 Porovnani diagnostickych metod pro detekci hCG uvadi diagnosticka
porovnani metod pro detekci hCG ze studie Chen a spol (2023) (55), kde je zaznamenéano
porovnani vlastnich vysledkli detekéniho limitu s vysledky detekénich limitd jinych
detek¢nich metod, do metod k porovnani byla zafazena 1 studie Qin a spol (2020) (54), o
které pojednava kapitola 5.1.1. Vysledkem porovnani je, Ze nejcitliveéjsi detekéni limit ma
studie, ktera s porovnanim ptichazi, tedy nejvétsi citlivost mizeme naleznout u metody

detekce ECL pomoci sendvicového imunosenzoru s CDs@dSiO2 nanocasticemi (55).
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Tabulka 6 Vysledky analyzy detekce hCG pomoci ECL s CDs@dSiO2 nanocdsticemi

INITIALN  ADDED
SAMPLE ~ HUMAN (i
SERUM ')

MEASURED AVERAGE RSD HOSPITAL

(MIU-ML") (%) (%) (N=3,%)

4,48

1 <LOD 5.0 4,87 5,72 4.4 100,1
4,87
13,36

2 <LOD 15.0 13,88 14,15 6,7 99,94
15,20
24,4

3 <LOD 25.0 25,87 25,43 2,3 100
26,02
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Tabulka 7 Porovnani diagnostickych metod pro detekci hCG (55)

DETEKCNI METODA LINEARNI REGRESE DETEKCNI LIMIT

Imunochromatické testy 0,5+500 mIU/ml 0,22 mIU/ml

Povrchové zesileny

Ramandy rozpty] 0,5+200 mIU/ml 0,18 mIU/ml
Chemiluminiscence 0,1£10 mIU/ml 0,06 mIU/ml
Elektrochemiluminiscence 0,001+£500 mIU/ml 0,0003 mIU/ml
Elektrochemiluminiscence 0,001+£500 mIU/ml 0,00033 mIU/ml *
Elektrochemiluminiscence 0,0005+£500 mIU/ml 0,00019 mIU/ml **

* (54) Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy hCG pomoci stiibrnych uhlikovych kvantovych tecek a
funkcionalizovanych polymernich nanosfér

** (55) Elektrochemiluminiscencni imunoanalyzy hCG pomoci sendvi¢ového imunosenzoru s CDs@dSiO2 nanocasticemi
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6. MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Detekce téhotenstvi by do budoucna mohla mimo jiné¢ probihat pomoci diagndzy
volného DNA plodu v krvi matky. Testy pro takovyto typ vzorku trh jiz nabizi, nicmén¢ se
jedna o testy pro detekci genetickych vad. Principem testu NIPT (Noninvasive prenatal
testing) je sledovani chromozomu plodu v krvi matky, tak abychom byli schopni pfifadit
dany chromozom k ptivodnimu chromozomu a nasledné¢ posoudit, zdali je v nadbytku ¢i
nedostatku a tim odhalit genetické vady. NIPT jako spolehlivy test umoziiuje odhalit
Downtv syndrom, Edwardsiv syndrom, Patautiv syndrom a vady vadzané na pohlavni
chromozémy X a Y. Po pozitivnim nélezu nasleduje invazivni genetické vySetfeni jako je
odbér plodové vody (AMC) nebo odbér choriovych klkii (CVS). Teoretické vySetieni 1ze
provadeét po dosazeni 8. tydne té€hotenstvi béznym odbérem Zzilni krve matky. Praktické

vyuziti testu nasleduje pro povedeni screeningu v prvnim trimestru, po dosazeni 11. tydne

(58)
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7. ZAVER

Cilem mé prace bylo popsat, jakym zpiisobem a jakymi principy probihd diagnostika
té¢hotenstvi béhem pocatecnich dnl tehotenstvi, jaky je aktudlni stav poznani pro
diagnostiku, jaké metody jsou pouzivané i1 jaké by mohly byt trendy do budoucna.

Markerem vyuzivanym pro diagnostické tcely téhotenstvi je lidsky choriogonadotropin
(hCG). Diavod vyuzivani hCG vyplyva z jeho mista produkce, kterym je béhem téhotenstvi

syncytiotroblast placenty, coz koreluje s jeho specifitou k t€hotenstvi.

Jedna se o hormon ze skupiny glykoproteini (Choriogonadotropin (hCG) Luteiniza¢ni
hormon (LH), Folikulostimulacni hormon (FSH), tyreotropni hormon (TSH)), hormony jsou
tvofeny dvéma fetézci: a — fetézec a B-etézec. SpoleCny fetézec utvari a — fetézec, zatimco
B-tetéz nese biologickou specifitu glykoproteinovych hormonti. Po implantaci blastocyty se
hCG v krvi objevuje kolem 8.-10. dne po oplozeni, v moc¢i 1ze hCG zaznamenat v podobném
casovém rozmezi. Citlivé t€hotenské testy, pro samovysetieni, jsou schopné detekovat hCG
pfi jeho hladiné 10 mlU/ml jiZ par dni pfed ocekavanou menstruaci, spolehlivéjsiho
vysledku je mozné dosahnout den po oc¢ekdvani menstruace pii koncentraci hCG 25 mUI/ml.
Mechanismy tchotenskych testi se mohou liSit zpisobem vyhodnoceni, jako napiiklad
pomoci prouzkl, kiizku nebo pomoci digitdlniho displeje, pfiCemz princip detekce byva
prevazné zaloZzen na chromatografické separaci latek v imunochromatografickych testech.
Principem téchto testl je interakce mezi antigenem a znacenou specifickou protiladtkou za
tvorby imunokomplexu, ktery je dale vzlindnim unasSen ptes dalsi ¢asti testovaci membrany
k oblasti pro vyvazani znaCeného imunokomplexu, kdy se oddéluje znaceni, které vyvari
v testovaci zon€ okem viditelnou znacku a test je vyhodnocen jako pozitivni nalez
téhotenstvi. Pokud ale viditelna znacka nevznika, vzorek neobsahuje hCG a test je hodnocen
jako negativni.

Laboratorni detekce miize byt provadénd pomoci elektrochemiluminiscence (ECL).
Jedna se o metodu zaloZenou na excitaci elektroni sledované latky na elektrické anodé
iniciovanou vhodné zvolenou chemickou reakci, kde sledovanym parametrem je mnoZzstvi
emitovaného svétla, fotont, pti oné excitaci a po dopadu na méfici senzor. Citlivost metody

je pti gravidit¢ od 10 mIU/ml hCG v krvi. Studie pro citlivéjsi detekci vynalezly revoluéni
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konstrukci ECL detekujici hCG pomoci stifibrnych uhlikovych kvantovych tecek a
funkcionalizovanych  polymernich  nanosfér. S  utrasenzitivhim imunosenzorem
AgCQDs@PNS-PEI byly uvedené vysledky citlivosti 0,00033 mIU/ml s linedrnim
rozsahem 0.00100 to 500 mIU/ml. (54). S vyssi citlivosti pfichazi studie popisujici
konstrukéni sestaveni ECL pro detekci hCG pomoci sendvi¢ového imunosenzoru s
CDs@dSi102 nanocasticemi. Tato studie ptichdzi s vysledky pro linearni rozsah od 0,0005
mlU/ml az 500 mIU/ml pii detekénim limitu 0,00019 mIU/ml. (55)

Choriogonadotropin dale slouzi jako marker pro sledovani t€hotenstvi, pti fyziologickém
prubéhu se postupné hladina zvySuje a maxima dosahuje kolem 10. tydne, poté klesd az do
porodu plodu a vypuzeni placenty. Hodnota nizsi nez je pro dané obdobi fyziologickd mtze
znacit mimodé¢lozni t€hotenstvi, hrozici potrat nebo mrtvy plod. ZvySena hladina hCG slouzi
mimo t¢hotenstvi k zaznamenani nekterych druhii rakovin — Gestacni trofoblastickd nemoc

(GTN), Germinativni tumory varlete.

V ramci trenda blizké budoucnosti by mohla byt pro detekci téhotenstvi pouzita metoda
ECL s vysokou citlivosti. Volba neinvazivni metody pro posouzeni gravidity diky sledovani
voln¢ cirkulujiciho DNA plodu v krvi matky neni prozatim mozna, takovato metodika je
zatim hudba budoucnosti. PfestoZe jsou t€hotenstvi pro rodice €asto ,,vymodlena® a pfi
volb¢ testu sahaji pro co nejcitlivéjsi test, neni poptdvka po laboratorné velmi citlivych
testech dostate¢na a za vysokou cenu vyzkumu neni ve védecké sféfe touha po inovaci. |
piesto je mozné, ze budouci matky budou zménu svého fyziologického stavu znat diive nez

dnesni budouci rodicky. Prozatim zlstava nejpouzivanéjsSim markerem hCG.
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