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Kortizolio koncentracijos
plaukuose tyrimas ir jo
reiksme klinikinéje praktikoje
bei moksliniuose tyrimuose

Santrauka

Kortizolis — pagrindinis gliukokortikoidas, sintetinamas i$ cholesterolio
antinkséiy zievés pluostineés zonos lastelése. Sio placiu biologiniu povei-
kiu pasizymincio steroidinio hormono iSsiskyrimas yra nespecifiniu dir-
gikliu (pvz., fizinio ar psichologinio streso) sukeltos pogumburio-hipofi-
zés-antinks¢iu (PHA) aSies aktyvacijos galutinis rezultatas. Kasdienia-
me klinikiniame darbe PHA aSies aktyvumui ivertinti atliekami tokie
diagnostiniai tyrimai kaip deksametazono slopinimo testas, adrenokor-
tikotropinio hormono (AKTH) koncentracijos nustatymas kraujo seru-
me bei kortizolio koncentracijos tyrimas kraujo serume ar paros §lapi-
me. Minéti tyrimai atspindi momentine ar trumpalaike kortizolio sekre-
cija, taciau nesuteikia informacijos apie ilgalaikio PHA as8ies aktyvumo
poky¢ius. Siuo tikslu kaip tiriamoji medziaga pradéti naudoti plaukai,
pasizymintys unikalia savybe kaupti steroidinius hormonus ir kitas li-
pofilines medziagas. Atlikty tyrimu duomenimis, kortizolio koncentraci-
jos plaukuose nustatymo tyrimas gali btti naudingas Kusingo sindro-
mui diagnozuoti, pakaitinés gliukokortikoidu terapijos stebésenai atlik-
ti, patiriamo létinio streso lygio bei kardiometaboliniy ligu rizikai jver-
tinti. Nepaisant didziulio mokslininky susidomeéjimo ir gausybés atliktu
tyrimu, vis dar triksta duomenu, apibtadinanciy kitu su stresu nesusiju-
siy veiksniy (plauky spalvos ir augimo greicio, tiriamuju lyties, am-
ziaus, etninés grupés) itaka kortizolio koncentracijos plaukuose poky-
¢iams. Skirtingos jvairiu autoriy sitlomos méginio paruo$imo proceda-
ros bei analizés metodai tampa dideliu is§tkiu siekiant tyrima standar-
tizuoti, idiegti i klinikine praktika ir palyginti skirtingu tyrimu rezulta-
tus. Pagrindinis §io straipsnio tikslas — apzvelgti kortizolio koncentraci-
jos plaukuose nustatymo svarba klinikingje praktikoje ir moksliniuose
tyrimuose bei iSnagrinéti §iuo metu taikomus metodus minéto hormono
kiekybinei analizei plauky méginiuose.

Reiksminiai zodzZiai: kortizolio kiekis plaukuose, pogumburio-hipofi-
zés-antinksc¢iu asis, létinis stresas, kardiometabolinés ligos, Kusingo
sindromas, efektyvioji skyséiu chromatografija.

IVADAS

Kortizolis — pagrindinis gliukokorti-
koidas, sintetinamas i$ cholesterolio
antinksciu zievés pluostinés zonos las-
telése [1]. Kortizolio iSsiskyrimas yra
nespecifiniy dirgikliy (pvz., fizinio ar

psichinio streso) sukeltos pogumbu-
rio-hipofizés-antinks¢iu (PHA) asies
aktyvacijos rezultatas. Veikiant miné-
tiems dirgikliams nerviniai impulsai
i§ smegenu Zievés pasiekia pogumbu-
rio prieskilvelini branduoli (lot. nu-
cleus paraventricularis) ir skatina ad-
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renokortikotroping atpalaiduojancio
hormono sekrecija. Pastarasis jungia-
si prie priekinéje hipofizés dalyje
esandiy receptoriy ir aktyvina adreno-
kortikotropinio hormono (AKTH) sin-
teze. Veikiant AKTH skatinamas kor-
tizolio iSsiskyrimas i$ antinkséiu Zie-
vés lagsteliu. Minétus procesus regu-
liuoja neigiamas griztamasis rySys,
veikiantis visus PHA aSies komponen-
tus: padidejusi kortizolio koncentraci-
ja slopina adrenokortikotroping atpa-
laiduojancio hormono, AKTH bei kor-
tizolio sinteze pogumburyje, hipofizéje
bei antinksé¢iuose [1-3].

Zinoma, jog PHA asies ir jos regu-
liaciniuy mechanizmuy sutrikimai pasi-
reiskia tokiomis endokrininémis ligo-
mis kaip Kus§ingo sindromas ar Adiso-
no liga, tac¢iau del plataus kortizolio
biologinio ir fiziologinio poveikio lite-
ratiroje vis dazniau analizuojamas
rysys tarp padidéjusios kortizolio kon-
centracijos ir ivairiu metaboliniu, Sir-
dies ir kraujagysliu ligyu iSsivystymo,
depresijos bei kitu psichikos ir elgesio
sutrikimy [3-7]. PHA asSies aktyvu-
mui ivertinti taikomi ivairas diagnos-
tiniai metodai: deksametazono slopi-
nimo testas, AKTH koncentracijos ty-
rimas kraujo serume bei kortizolio
koncentracijos nustatymas seilése,
kraujo serume bei paros Slapime. Tai-
kant minétus metodus ivertinamas
momentinis arba trumpalaikis PHA
asies aktyvumas, nes rezultatams
reikS§mingg itaka daro antinkséiu Zie-
vés steroidiniams hormonams badin-
ga pulsiné sekrecija bei cirkadinis bio-
ritmas [4, 8, 9]. Todél pastaraji deSimt-
meti ilgalaikio PHA asies aktyvumo
stebésenai kaip tiriamoji medziaga
pradéti naudoti plaukai, pasizymintys
unikalia savybe kaupti steroidinius
hormonus ir kitas lipofilines medzia-
gas [8].

KORTIZOLIO KONCENTRACIJOS
PLAUKUOSE IR KITOSE
ORGANIZMO TERPESE
NUSTATYMAS

Kortizolio koncentracija seilése, krau-
jo serume bei Slapime atspindi kortizo-
lio issiskyrima per paskutines minu-
tes ar valandas, nes reikSmingg itaka
matavimu rezultatams daro ne tik
chronobiologiniai mechanizmai, bet ir
aminis stresas, rakymas, alkoholio
vartojimas, intensyvus fizinis kravis
[1, 4, 8]. Siekiant ivertinti ilgalaiki
PHA asies aktyvuma kaip tiriamaja
medziaga naudojant seiles, kraujo se-
ruma ar paros Slapima, reikalingos
daznos éminiy paémimo proceduros,
kurias sudétinga standartizuoti [3, 7].

ISoriniai kortizolio Saltiniai

Prakaito liauka

Plauko folikulas

Kraujotaka

3 cm plauky segmentas,
atspindintis kortizolio i&siskyrima
per pastaruosius 3 ménesius

Riebalineg liauka

+© Kortizolis

1 pav. Galimi kortizolio patekimo i plauka mechanizmai.

Hormonas i plauka patenka is kraujotakos per plauko folikule esanéius kapiliarus (A), i$
prakaito (B) ir riebaliniy (C) liauky sekreto bei iSoriniy kortizolio Saltiniy (D) [14].

Fig 1. A proposed mechanism of cortisol incorporation into hair.

Cortisol may be incorporated into hair from blood capillary (A), sweat (B), sebum (C), and

from external cortisol sources (D) [14].

Nustatyta, jog plaukai per ménesi
paauga apie 1 cm, todél pasirinkus ati-
tinkama plauku éminio ilgi, galima
nustatyti kortizolio kieki, iSsiskyrusi
1-9 ménesiy laikotarpiu, o atskirai
analizuojant skirtingus plauku seg-
mentus galima vertinti gydymo hidro-
kortizonu efektyvuma, stebeti ligos
(pavyzdziui, Kusingo sindromo) eiga
bei palyginti kortizolio koncentracija
plaukuose pries§ stresa sukélusi ivyki
ir po jo [6, 9-12]. Svarbu pazyméti ir
tai, kad plauku éminio paémimo pro-
cedlra yra maziau invazyvi, éminys
yra pakankamai stabilus, o jo trans-
portavimui ir saugojimui nereikalin-
gos ypatingos salygos [3, 13].

Kortizolis — nedidelés molekulinés
masés, hidrofobinémis savybémis pa-
sizymintis steroidinis hormonas, todél
manoma, jog i plauka kortizolis paten-
ka pasyvios difuzijos badu i$ kraujota-
kos per plauko folikule esancius kapi-
liarus, taip pat i$ riebaliniu ir prakaito
liaukuy sekreto bei egzogeniniu korti-
zolio Saltiniu (pvz., vaistiniu gliuko-
kortikoiduy preparatu) (1 pav.) [13, 14].
Todél tiriant kortizolio kieki plaukuo-
se, prieSingai nei kraujo serume, iSma-
tuojama tik laisvo, biologiSkai akty-
vaus hormono koncentracija, kuri ne-
priklauso nuo kortizoli sujungianciu
baltymu kiekio kraujyje [7, 13].

B. Sauve su kolegomis [15] atliktas
tyrimas patvirtino, jog kortizolio kon-
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centracija, iSmatuota skirtingose or-
ganizmo terpése, atspindi momentini
(seilése ir kraujo serume) arba ilgalai-
ki (plaukuose) PHA asies aktyvuma,
todél skirtinga informacija suteikian-
tys rezultatai nekoreliuoja tarpusavy-
je. Tyrimo metu 39 asmenims buvo is-
tirta kortizolio koncentracija plaukuo-
se, kraujo serume bei seilése. Moksli-
ninkai nustaté statistiskai reik§minga
ry$i tarp kortizolio koncentracijos sei-
lese ir kraujo serume (r = 0,58,
p = 0,0016), taciau statistiskai reiks-
mingu sasaju tarp kortizolio koncen-
tracijos plaukuose ir kraujo serume ar
seilése tyréjams nustatyti nepavyko
r = 0,064, p = 0,695 ir r = 0,306,
p =0,119).

KORTIZOLIO KONCENTRACLJOS
PLAUKUOSE NUSTATYMO
SVARBA KLINIKINEJE
PRAKTIKOJE IR MOKSLINIUOSE
TYRIMUOSE

PHA asies aktyvumo ar reguliaciniuy
mechanizmu poky¢iai ir dél to suma-
zé&jusi ar padidéjusi kortizolio koncen-
tracija plaukuose yra susijusi su kai
kuriu somatiniu ir psichiniy ligy iSsi-
vystymu bei fizini ar psichini stresa
sukelianéiu veiksniu poveikiu (zr.
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lentele). Todél kortizolio koncentraci-
jos plaukuose tyrimas galétu bati tai-
komas Kusingo sindromui ir psichikos
sutrikimams diagnozuoti, pakaitinés
gliukokortikoidy terapijos stebésenai
atlikti, patiriamo létinio streso lygiui
ir kardiometaboliniy ligy rizikai iver-
tinti [4].

Kusingo sindromo
diagnostika

Daugelio tyrimuy duomenimis, Kusin-
go sindromu sergantiems pacientams
buadinga padidéjusi kortizolio koncen-
tracija plaukuose lyginant su sveikais
tiriamaisiais [4, 16, 17]. L. Manens-
chijn ir bendraautoriy tyrimai [4, 17]
parodé, kad minéto tyrimo jautrumas
diagnozuojant Kusingo sindromag yra
86 %, o specifiSkumas — 98 %. Todel
galima teigti, jog kortizolio koncentra-
cijos plaukuose tyrimas yra ne maziau
informatyvus nei tradiciniai Kus§ingo
sindromo diagnostikai taikomi meto-
dai: mazuy doziu deksametazono slopi-
nimo testas, laisvo kortizolio kiekio
nustatymas paros Slapime bei kortizo-
lio koncentracijos tyrimas kraujo seru-
me. Taip pat Zinoma, kad Kusingo sin-
dromu sergancéiu pacientu kortizolio
sekrecijos ritmas yra nereguliarus, to-
del daugumai pacientu kartojant tyri-
mus gaunamas bent vienas normalus
laisvo kortizolio koncentracijos paros
Slapime bei mazy doziy deksametazo-
no slopinimo testo rezultatas [4]. Ta-
éiau kortizolio koncentracijos plau-
kuose tyrimas atspindi ilgalaike korti-
zolio sekrecija ir pakartotiniai tyrimai
néra butini [3, 4].

Literataros duomenimis, skirtingu
plauku segmentu analizés rezultatus
derinant su paciento klinikiniais
simptomais, atsiranda galimybé nu-
statyti Kusingo sindromo issivystymo
pradzia bei stebéti ligos eiga [4, 16,
17]. L. Manenschijn ir bendraautoriai
[18], atlike Kus§ingo sindromu sergan-
Gios pacientés plauky segmentuy anali-
ze¢, nustaté, jog kortizolio koncentraci-
ja plaukuose reikSmingai sumazéjo
pradéjus medikamentini gydyma ke-
tokonazoliu ir pritaikius chirurgini hi-
pofizés mikroadenomos transsfenoidi-
ni gydyma. V. L. Wester su kolegomis
[19] atliktas atvejo ir kontrolés tyri-
mas atskleide, jog optimali kortizolio
koncentracijos plaukuose ribiné verté
(nustatyta ELISA metodu) diagnozuo-
jant Kusingo sindroma yra 31,1 pg/mg
(jautrumas — 93 %, specifiSkumas —
90 %, plotas po ROC kreive — 0,958).
Minétu mokslininky tyrimu [18, 19]
duomenimis, pacientams, kuriems
diagnozuotas ektopinis Kusingo sin-
dromas, kortizolio koncentracija plau-
kuose reik§mingai padidéja 3—6 méne-

Lentelé. Veiksniai, susije su padidéjusia ar sumazéjusia kortizolio koncentracija

plaukuose [4]

Table. Factors associated with higher or lower hair cortisol levels [4]

Padidéjusi kortizolio
koncentracija plaukuose

Sumazéjusi kortizolio
koncentracija plaukuose

Somatiniai
veiksniai

Kusingo sindromas
Hidrokortizono vartojimas
Nutukimas

Metabolinis sindromas
Cukrinis diabetas

Sirdies ir kraujagysliu ligos

Sunkus Sirdies nepakankamumas
Neseniai jvykes miokardo infarktas

Tkvepiamuju gliukokortikoidu
vartojimas nuo astmos

Stresa
sukeliantys
veiksniai
(stresoriai)

Traumos
Gyvenimigki jvykiai
Nedarbas
Pamaininis darbas
Létinis skausmas

Intensyvus aerobinis fizinis kravis

Trauminé patirtis

Psichikos

sutrikimai Depresija

Potrauminis streso sutrikimas™

Bipolinis afektinis sutrikimas

Potrauminis streso sutrikimas™
Generalizuotas nerimo sutrikimas
Panikos sutrikimas

"Pastaba: Potrauminio streso sutrikimas susijes tiek su padidéjusia, tiek su sumazéjusia
kortizolio koncentracija plaukuose, priklausomai nuo trauminio ivykio, tiriamo éminio
charakteristiky bei laikotarpio tarp patirto trauminio ivykio ir kortizolio koncentracijos

plaukuose tyrimo.

siais ankséiau, nei pasireiskia kliniki-
niai ligos pozymiai. Taigi, kitose Saly-
se atlikty tyrimu rezultatai patvirtina
kortizolio koncentracijos plaukuose
nustatymo svarbg KusSingo sindromo
laboratorinei diagnostikai, ta¢iau ba-
tina toliau tirti kitu, maziau literata-
roje iSnagrinéty veiksniu (pvz., tiria-
muju etninés grupés, amziaus, lyties,
plauku spalvos ir augimo greicio) ita-
ka kortizolio koncentracijos plaukuose
pokyciams.

Pakaitinés glivkokortikoidy
terapijos stebésena

Klinikinéje praktikoje létiniu ar ami-
niu antinks¢iu nepakankamumu ser-
gantiems pacientams paprastai yra
skiriamas kortizoliui chemiskai iden-
tiskas gliukokortikoidas hidrokortizo-
nas [20, 21]. Iprastiné pakaitinés tera-
pijos geriamojo gliukokortikoidy pre-
parato dozé yra 15-25 mg per para
[20]. Taciau de¢l pacientams budingo
ivairaus hidrokortizono absorbcijos
greicio ir individualiy metabolizmo
ypatumu pastebétas skirtingas kiek-
vieno paciento klinikinis atsakas i ta
pacia hidrokortizono doze [21]. Hidro-
kortizono biologinio poveikio stipru-
mas priklauso ir nuo paciento jautru-
mo preparatui, kuri lemia polimorfiz-
mai gliukokortikoidu receptorius ko-
duojanciuose genuose [20]. Gliukokor-
tikoidu preparatu dozavimo svarba
patvirtina ir klinikiniy tyrimu rezul-
tatai: nustatyta, jog hidrokortizono
perdozavimas yra susijes su padidéju-
sia Sirdies ir kraujagysliu ligy iSsivys-
tymo bei mirtingumo rizika pacien-

tams, sergantiems pirminiu ar antri-
niu antinkséiy nepakankamumu [21].

S. M. Staufenbiel su kolegomis [20]
vykdyto tyrimo rezultatai parode, jog
pacientams, gydomiems hidrokortizo-
nu, budinga didesné kortizolio koncen-
tracijos plaukuose mediana nei svei-
kiems, gliukokortikoiduy nevartojan-
tiems asmenims (33,89 pg/mg vs
10,07 pg/mg, p <0,001). Ta¢iau R. Gow
ir bendraautoriu [21] publikuoti duo-
menys rodo skirtinga pakaitinés gliu-
kokortikoidu terapijos poveiki vyrams
ir moterims: tyréjai nustaté statistis-
kai reik§mingus kortizolio koncentra-
cijos plaukuose medianu skirtumus
tarp gliukokortikoidus vartojanciu ir
nevartojanc¢iu vyru (241,6 ng/g vs
196,8 ng/g, p = 0,048), taciau motery
grupéje reikSmingy skirtumu nepa-
stebéta (p = 0,076). Minétuose tyri-
muose [20, 21] nustatyti statistisSkai
reikSmingi rysiai (r = 0,18, p = 0,04 ir
r =0,3, p <0,01) tarp kortizolio kon-
centracijos plaukuose ir pacientams
skiriamos hidrokortizono dozés, todel
autoriai daro prielaida, jog kortizolio
koncentracijos tyrimas galéetu buti
naudingas nustatant perdozavimo
hidrokortizonu epizodus ir taip kore-
guojant paciento individualu gydymo
plana.

Kardiometaboliniy ligy
rizikos ivertinimas

Zinoma, jog dél pakaitinés gliukokor-
tikoiduy terapijos ar Kusingo sindromo
iSsivystes hiperkortizolizmas yra susi-
jes su tokiais kardiometaboliniu ligu
rizikos veiksniais kaip nutukimas,
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dislipidemija, angliavandeniu apykai-
tos sutrikimai bei hipertenzija [3, 4, 7,
9, 22, 23]. Taéiau kortizolio koncentra-
cijos nustatymas organizmo skyséiuo-
se (kraujo serume, seilése, Slapime)
suteikia per mazai informacijos sie-
kiant ivertinti nedideliu, fiziologiskai
normaliy kortizolio koncentracijos po-
ky¢iu svarba minétu rizikos veiksniu
pasireiSkimui [4]. Daugelyje atliktu
tyrimu nustatyti reikSmingi rySiai
tarp kortizolio koncentracijos plau-
kuose ir padidéjusios cukrinio diabeto,
Sirdies ir kraujagysliu ligu bei metabo-
linio sindromo iSsivystymo rizikos
[8-10].

Kortizolio, kaip ir kitu gliukokorti-
koidu, biologinis poveikis pasireiskia
atsparumo insulinui iSsivystymu ir
gliukoneogenezés aktyvinimu kepeny-
se, todél ilga laika padidéjusi kortizo-
lio koncentracija veikia diabetogenis-
kai. J. G. Abell ir bendraautoriu [9] at-
liktame kohortiniame tyrime kortizo-
lio koncentracija plaukuose nustatyta
3507-iems 59-83 metu asmenims. Is-
analizavus tyrimo rezultatus paaiske-
jo, jog pacientams, sergantiems II tipo
cukriniu diabetu, budingos statistis-
kai reik§mingai (p = 0,007) didesnés
kortizolio koncentracijos plaukuose
vertés, palyginti su sveikais tiriamai-
siais (procentinis vidurkiu skirtumas:
21,1 (95% PI [9,9; 33,4])) ir atsizvelgus
1 tokius veiksnius kaip lytis, amzius,
etniné grupé, plaukuy spalva ir ju plo-
vimo daznis bei vartojami vaistai.

Skirtingu klinikiniu ir epidemiolo-
giniu tyrimu duomenimis, Sirdies ir
kraujagysliu ligu patogenezéje reiks-
mingas ne tik oksidacinis ar hemodi-
naminis, bet ir psichosocialinis stresas
[24]. Manoma, jog létinis stresas, pa-
tirtas ivairiais amziaus tarpsniais, yra
susijes su 40-60 % padidéjusia Sirdies
ir kraujagysliu sistemos ligu rizika
[25]. Biologinio streso Zymens kortizo-
lio koncentracijos plaukuose tyrimas
leidzia mokslininkams jvertinti rysi
tarp patiriamo létinio streso lygio ir ri-
zikos sirgti Sirdies ir kraujagysliu ligo-
mis [4]. L. Manenschijn ir bendraauto-
riai [8] iStyre 283 vyresnio amziaus as-
menu (65-85 metai) kortizolio koncen-
tracija plaukuose ir nustaté statistis-
kai reikSmingai didesne rizika sirgti
Sirdies ir kraujagysliu ligomis (koro-
nariné Sirdies liga, insultas, periferi-
niu arteriju liga) pacientams, kuriuy
kortizolio koncentracija plaukuose pa-
tenka i ketvirtaji kvartili, palyginti su
tiriamaisiais, kuriu minéto hormono
koncentraciju plaukuose vertés yra
pirmajame kvartilyje (SS = 2,7,
p =0,01).

Metabolinis sindromas — medziagu
apykaitos sutrikimas, kuriam buadingi
pozymiai yra centrinio tipo nutuki-

mas, hipertenzija, hiperglikemija ir
dislipidemija. Manoma, jog pakites
PHA asies aktyvumas ir intensyvi
gliukokortikoidu sekrecija lemia padi-
déjusia metabolinio sindromo iSsivys-
tymo rizika, nes kortizolio biologinis
poveikis pasireiskia lipidy ir anglia-
vandeniu apykaitos reguliacija, o pa-
didéjes Sio hormono kiekis yra susijes
su centrinio tipo nutukimu, atsparu-
mu insulinui ir hiperglikemija, hiper-
tenzija bei dislipidemija [26—-29]. Siek-
dami iSsamiau iSnagrinéti rySi tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir
metabolinio sindromo iSsivystymo ri-
zikos T. Stalder ir bendraautoriai [26]
istyré 1258-iy asmenu (16-64 metyu
amziaus, 24 % diagnozuotas metaboli-
nis sindromas), dirbané¢iu Vokietijos
aviacijos kompanijoje, plauku émi-
nius. Atsizvelge i tiriamuju lyti, am-
ziu, rukymo iprocius bei y-glutamil-
transferazés aktyvumo kraujo serume
vertes, tyréjai nustate, jog didesné
kortizolio koncentracija plaukuose su-
sijusi su padidéjusia metabolinio sin-
dromo iSsivystymo rizika.

Létinio streso jvertinimas

Uminiam ir trumpalaikiam stresui
ivertinti kortizolio koncentracija nu-
statoma serume, seilése ir Slapime [30,
31], tac¢iau analizuojant patiriamo léti-
nio fizinio arba psichologinio streso ly-
gi tiriami plauku méginiai arba nau-
dojamasi létinio streso lygi ivertinan-
Giais psichologiniais testais (pacientu
individualiai pildomais klausimynais)
[32]. Literatiaros duomenimis, vienas
i§ dazniausiai naudojamu testu yra
subjektyviai suvokiamo streso skale
PSS (angl. Perceived Stress Scale),
ivertinanti bendra destruktyvaus
streso lygi ir individo gebéjima iveikti
stresa [6]. Létinio streso tyrimams tai-
komas ir Triero létinio streso testas
TICS (angl. Trier Inventory for
Chronic Stress). Sis klausimynas su-
darytas i§ 9 daliu: darbo perkova, so-
cialiné perkrova, itampa darbe, nepa-
sitenkinimas darbu, netinkami darbo
reikalavimai, socialinis pripazinimas,
socialiné itampa, socialiné izoliacija ir
létinis nerimas. Atlikdami TICS res-
pondentai kiekvienoje klausimyno da-
lyje pateiktus teiginius vertina pagal
5 baly Likerto skale (0 — niekada, 1 —
retai, 2 — kartais, 3 — daznai, 4 — labai
daznai) [32]. Nors atlikta nemazai ty-
rimu, kuriuose nagrinétas rySys tarp
tiriamuju subjektyviai ivertinto pati-
riamo létinio streso lygio ir kortizolio
koncentracijos plaukuose veréiu, gauti
rezultatai yra prieStaringi [6, 7, 10,
34].

S. M. Staufenbiel su kolegomis [7]
sudarytoje sistemingje literattros ap-
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zvalgoje analizuotas rySys tarp PSS
iveréio ir kortizolio koncentracijos
plaukuose. I§ 19-0s apzvalgoje nagri-
néty publikaciju 11-oje tyrimy naudo-
tas PSS klausimynas: 4-iuose tyri-
muose nustatyta tiesioginé arba at-
virkstiné priklausomybé tarp PSS tas-
ku ir kortizolio koncentracijos plau-
kuose, o 7-iuose tyrimuose rysio tarp
§iu kintamuju nerasta. Pastarieji re-
zultatai aiSkinami tuo, kad respon-
dentuy pildytas klausimynas sudarytas
taip, kad ivertintas tik per paskutini
meénesi patirto streso lygis, o tirtu
plauku ilgis pasirinktas toks, kad ita-
kos rezultatams galéjo turéti paciento
psichologinés ir emocinés buklés poky-
¢iai vieno, dvieju, triju ar net devyniu
ménesiu laikotarpiu. Kitoje
S. M. Staufenbiel ir bendraautoriu pa-
rengtoje publikacijoje iSanalizuoti re-
zultatai tu tyrimu, kuriuose létiniam
stresui ivertinti naudotas TICS, ta-
Giau statistiSkai reikSminga tiesioginé
priklausomybé nustatyta tik tarp kor-
tizolio koncentracijos plaukuose ir so-
cialine perkrova ivertinancios klausi-
myno dalies iveréiu balais [6].

Taigi minéti tyréjai [6, 7] padare
iSvada, jog tiriamuju pildomi streso
vertinimo klausimynu rezultatai ne
visada koreliuoja su objektyviai iSma-
tuojamu biocheminiu rodikliuy (pvz.,
kortizolio koncentracija plaukuose)
vertémis. Tokias tendencijas galima
paaiskinti dvejopai: ribotomis klausi-
mynuy galimybémis objektyviai iver-
tinti patiriamo streso lygi bei kitu, su
stresu nesusijusiu veiksniu, lemianéiu
kortizolio koncentracijos poky¢ius or-
ganizme, itaka. Todé¢l sasajoms tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir
patiriamo létinio streso lygio ivertinti
reikalingi papildomi moksliniai tyri-
mai.

KORTIZOLIO KONCENTRACLJOS
PLAUKUOSE NUSTATYMAS

Kortizolio koncentracijos plaukuose
tyrimas susideda i$ keliu etapu: plau-
ku éminio surinkimo ir paruo$imo
analizei bei kiekybinio kortizolio kon-
centracijos plaukuose ivertinimo tai-
kant imunofermentinius (IFA), skys-
¢iu chromatografijos ir masiu spektro-
metrijos (SCh-MS) ar kitus metodus
[19, 35-37].

Plavky éminio surinkimas

Kortizolio koncentracijos nustatymo
tyrimams naudojami plaukai kerpami
nuo virSugalvio uzpakalinés dalies
kuo arciau galvos odos, o tiriamuy plau-
ku pluostelio ilgis svyruoja nuo 1 cm
iki 6 cm. 80 % iki Siol atlikty tyrimu
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buvo naudojami 2-3 cm ilgio plauku
éminiai. Nustatyta, jog kortizolio kon-
centracija plaukuose mazéja tolstant
nuo distalinés (arc¢iau galvos odos)
link proksimalinés plauku pluostelio
dalies (pasireiskia ,iSplovimo“ efek-
tas), todel nerekomenduojama naudo-
ti ilgesniu nei 6 c¢cm ilgio plauku [13,
19, 33, 36, 38]. Kai kuriuose tyrimuose
sisplovimo“ efektas neparodytas, ta-
¢iau §iuose tyrimuose méginio paruo-
§imo etape praleistas plauku plovimo
etapas ir itakg rezultatams galéjo da-
ryti egzogeninés kilmes gliukokorti-
koidai [4, 13]. Analizei naudojamas
plauku kiekis siekia 10-100 mg, o su-
rinkti plauky éminiai turi bati saugo-
mi sausoje ir tamsioje aplinkoje kam-
bario temperatiroje. Eminiy laikymas
Saldytuve ar Saldiklyje gali lemti plau-
ku struktaros pokycius ir steroidiniuy
hormonu praradima, dél kurio gauna-
ma sumazéjusi minétu hormonu kon-
centracija. Jei surinkti éminiai yra
drégni, rekomenduojama pries§ analize
ar ilgalaiki saugojima juos iSdziovinti

[35-37].

Plauky éminio parvosimas
analizei

Daugumoje tyrimu plauky éminio pa-
ruoSimas analizei pradedamas éminio
plovimo procedura, kuri reikalinga sie-
kiant sumazinti paSaliniu medziagu
(plauky priezitros priemoniu, prakai-
to ir riebaliniy liauku sekreto) itaka
gaunamiems rezultatams bei iSvengti
su egzogeniniais gliukokortikoidy $al-
tiniais susijusios tarsos. Plauku plovi-
mui naudojami skirtingi tirpikliai:
chloroformas, metileno chloridas, me-
tanolis ir izopropanolis. Vis délto ma-
noma, jog tinkamiausi plovimui yra
nedideliu poliskumu pasiZymintys or-
ganiniai tirpikliai, pavyzdziui, izopro-
panolis ir metileno choloridas [36, 38,
39]. Minéti tirpikliai nepakeisdami
plauko struktaros puikiai pasalina eg-
zogenines medziagas ir ,neiSplauna“is
kraujotakos i plauko folikulg pateku-
siy steroidiniu hormonu [36, 38]. Skir-
tingu tyréju sudarytose metodikose
nurodoma atlikti viena arba dvi plovi-
mo proceduras, trunkanc¢ias 2—-10 min.
[4, 39, 40]. Pastarosios proceduros
svarbg Salinant egzogeninés kilmés
gliukokortikoidus patvirtina ir ekspe-
rimentiniai duomenys: nustatyta, jog
du kartus po 3 min. plaunant plaukus
izopropanoliu nustatoma 27 % mazes-
né kortizolio koncentracija, palyginti
su prie§ analize neplautais éminiais, o
treCias éminio plovimas sumazina kor-
tizolio koncentracija dar 7 % [4].
Siekiant padidinti ekstrakcijos
efektyvuma plaukai paprastai yra su-

smulkinami, ta¢iau vis daugéja duo-
menu, jog $i procedura néra butina [4,
33, 36, 40]. Pagrindinis minétos proce-
daros trakumas — tikimybé smulkini-
mo metu prarasti dali pradinio éminio
kiekio. Taip pat naudojant nesmulkin-
tus plaukus sutrumpéja meéginio pa-
ruos$imo analizei etapas, o tai ypad
svarbu tiriant dideli kieki méginiu
[36].

Kitas svarbus meéginio paruoS§imo
analizei etapas yra ekstrakcija. Steroi-
diniu hormonu ekstrakcijai i§ plauku
éminio paprastai naudojami Sorenso-
no buferinis tirpalas, druskos rugstis
arba metanolis, tap pat Siame etape
papildomai pridedama vidinio stan-
darto [33, 36, 40]. Literattros duome-
nimis, ekstrakcija paprastai vykdoma
12-18 val. Dazniausiai ekstrakcijai
naudojamas hidrofilinémis savybémis
pasizymintis ir lengvai i plauko vidi-
nes struktiras isiskverbiantis meta-
nolis, kuris iStirpina neutralias, hidro-
filines ar vidutiniskai lipofilines me-
dziagas, todél puikiai tinka steroidi-
niu hormonu ekstrakcijai [36, 38]. Ne-
paisant minétu privalumu svarbu pa-
zyméti ir tai, jog su metanoliu i eks-
trakta patenka ir analizei nepagei-
daujamu, analités signala slopinanéiu
medziagu, todel po ekstrakcijos reika-
lingos papildomos procedaros: skys-
¢iu-skysciu ekstrakcija arba kietafaze
ekstrakcija (KFE). Dirbant su plauku
meéginiais tolesniam ekstrakto gryni-
nimui daZniausiai naudojama KFE
[36]. Kai kuriy autoriy aprasytose me-
todikose ekstrakto gryninimui KFE
nenaudojama, o gautas ekstraktas nu-
garinamas azoto duju sraute iki sau-
sos liekanos, kuri iStirpinama atitin-
kamame buferiniame (dazniausiai fos-
fatiniame) tirpale [4, 38].

Siuo metu rankini KFE metoda vis
dazniau kei¢ia pusiau arba visiskai
automatizuoti metodai, pasizymintys
geresniu atkuriamumu ir maZesne
meéginiy uztersimo tikimybe. Naudo-
jantis automatizuotais KFE metodais
sumazinama ekstrakcijos trukme ir
atsiranda galimybé vienu metu vykdy-
ti didelio kiekio skirtingu méginiy eks-
trakcija [39].

Kiekybinis kortizolio
koncentracijos plavkuose
jvertinimas

Kortizolio koncentracijai plaukuose
nustatyti naudojami chemiliumines-
cenciniai, radioimuniniai, imunofer-
mentiniai (IFA), duju chromatografi-
jos ir masiu spektrometrijos
(DCh-MS) bei efektyviosios skyséiu
chromatografijos ir masiu spektromet-
rijos (ESCh-MS) metodai [35, 36, 41].

Imunofermentiniai metodai yra
santykinai jautras, nesudetingi ir
greitai atliekami, tafiau nepakanka-
mai specifiski. Mazas specifiSkumas
aiSkinamas kryzminémis reakcijomis,
vykstancéiomis su kitomis plauko mat-
ricoje esan¢iomis medziagomis (steroi-
dais ir kitais lipidais). D¢l nedidelio
imunofermentiniy metodu specifisku-
mo gaunamos klaidingai didesnés ti-
riamos analités koncentracijos [35, 36,
41]. Kitas imunofermentiniu metodu
trakumas — ribotas dinaminis matavi-
muy intervalas. IFA metodai néra tin-
kami labai mazoms kortizolio koncen-
tracijoms nustatyti, o tai ypa¢ svarbu
tiriant sudétingos matricos biologi-
nius méginius (pvz., plaukus). Verta
pamineéti ir tai, jog naudojant komerci-
nius IFA rinkinius vieno tyrimo metu
galima nustatyti tik vienos analités
koncentracija [36, 41].

Duju chromatografijos ir masiyu
spektrometrijos metodas pasizymi di-
deliu specifiSkumu ir yra sékmingai
pritaikytas tiriant androgenus, estro-
genus, progestinus, kortikoidus ir ste-
rolius plauky méginiuose. Taéiau pa-
grindinis metodo trakumas yra salygi-
nai ilga analizés trukmé ir neiSvengia-
ma anali¢iu derivatizacijos procedira
[36, 39, 41]. Efektyviosios skys¢iu
chromatografijos su fluorescenciniu
detektoriumi metodas taip pat pasizy-
mi aukstomis specifiSkumo vertémis,
bet analizei reikalingas didelis mégi-
nio kiekis, sudétingos ir ilgai trunkan-
Gios meéginio paruoS$imo bei analités
derivatizacijos procedaros [36, 41].

Literataros duomenimis, tinka-
miausias metodas kortizolio koncen-
tracijai plaukuose nustatyti yra efek-
tyvioji skysciu chromatografija su ma-
siu spektrometriniu detektoriumi. Sis
metodas pasizymi dideliu jautrumu ir
specifiSkumu, salyginai nesudétinga
méginio paruosimo analizei procedura
bei galimybe analizuoti dideli kieki
méginiy per gana trumpa laika [36].

Paprastai kortizolio koncentraci-
jai plaukuose nustatyti taikomas at-
virkséiy faziuy ESCh metodas naudo-
jant C18 (oktadecilu modifikuotas si-
likagelis) kolonéle [36, 39, 42-44].
Naudojant MS detektoriu vidiniu
standartu paprastai imami 2H ir
13C izotopais papildyti anali¢iu ana-
logai, todél pagerinamas analiciy kie-
kybinio nustatymo tikslumas [39, 41].
Daugumoje protokolu kaip judri faze
naudojami organiniu ir vandeniniy
tirpikliu misiniai (sudaryti i§ metano-
lio/vandens ar acetonitrilo/vandens),
papildomai idedama buferiniu tirpalu
(pvz., amonio acetato) [36, 39, 41, 44].
Kai kuriose metodikose nurodoma
judrios fazés pH verté svyruoja tarp
2,6 ir 4,5 [36, 41]. Naudojant butent
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tokias judrias fazes pasiekiamas ge-
resnis analizés jautrumas, atskyrimo
atrankumas ir sutrumpinamas atsky-
rimo laikas.

E. Russel su kolegomis [35] palygi-
no kortizolio koncentracijos plaukuose
analizés rezultatus, gautus keturiose
skirtingose laboratorijose naudojant
skirtingu gamintoju prietaisus, rea-
gentus ir (ar) taikant skirtingus meto-
dus (ELISA ir ESCh-MS). Gauti rezul-
tatai parodé stiprius statistiskai reiks-
mingus rySius tarp keturiu skirtingu
imunofermentiniuy metodu (r2 tarp
0,92 ir 0,97, p < 0,0001) bei tarp visu
minéty imunofermentiniu ir dvieju
ESCh-MS (r” tarp 0,88 ir 0,97,
p <0,0001) metodu. Dviem skirtingose
laboratorijose naudojamais ESCh-MS
metodais gauti beveik identiski anali-
zés rezultatai (I'2 =0,9829, p =0,0001).
Svarbu pazyméti ir tai, kad tyrimo
metu imunofermentiniais metodais
gautos kortizolio koncentracijos plau-
kuose vertés buvo 2,5-20 karty dides-
nés, nei gautos taikant ESCh-MS me-
todus. Tokius rezultatus galima paais-
kinti jau minéta ir iki Siol neiSspresta
imunofermentiniu metodu kryzminio
reaktyvumo problema.

KORTIZOLIO KONCENTRACIJOS
PLAUKUOSE NUSTATYMAS ESCH
METODU SU ULTRAVIOLETINIO
BEI MATOMO (UV/VIS)
SPEKTRO ABSORBC1JOS
DETEKTORIUMI

Kortizolio koncentracijos plaukuose
tyrimas atliktas Vilniaus universiteto
Medicinos fakulteto Biomedicinos
moksly instituto Fiziologijos, bioche-
mijos, mikrobiologijos ir laboratorinés
medicinos katedroje pagal Jean-
Sébastien Raul su kolegomis 2004 me-
tais [40] ir Elio F. De Palo su bendra-
autoriais 2009 metais [45] publikuotas
metodikas. Méginio paruo$imo chro-
matografinei analizei etape atliktos
plovimo bei kietafazés ekstrakcijos
proceduros, o kortizoliui atskirti ir nu-
statyti taikytas efektyviosios skyséiu
chromatografijos metodas su ultravio-
letinio bei matomo (UV/VIS) spektro
absorbcijos detektoriumi.

Tyrimui gauti plauky éminiai buvo
patrumpinti iki 3 cm ilgio (matuojant
nuo arciau galvos odos buvusios émi-
nio dalies) ir susmulkinti zirklémis i
nedidelius (1-2 mm) pluostelius. Ana-
lizinémis svarstyklémis (Scaltec, JAV)
pasverta 20-50 mg éminio ir jis per-
keltas i paruosta vakuumine filtravi-
mo sistema (Schott Duran, Restek, Vo-
kietija) bei 2 kartus plautas 3 ml izo-
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Fig 2. Chromatogram of hair extract obtained using solid-phase extraction method.
Peak asssignments: 1 — cortisol, 2 — cortisone, 3 — 6-a-methylprednisolone

propanolio (= 99,9 % grynumo, Sigma-
Aldrich, Vokietija). Plaukuy meéginiai
papildomai nusausinti azoto duju
sraute ir perkelti i sterilius mikromeé-
gintuvélius (Eppendorf, Vokietija).
Tuomet i mégini iterpta 2 ml Sorenso-
no buferinio tirpalo (0,133 M,
pH =7,6) ir 10 pl 1 pg/ml vidinio stan-
darto (6-a-metilprednizolono, > 98 %
grynumo, Sigma-Aldrich, Vokietija).
Taip paruoStas méginys inkubuotas
termostate (BioSan, Latvija) 16 val.
40 °C temperaturoje. Po inkubacijos
vykdyta kietafazés ekstrakcijos proce-
dara analiéiu desorbcijai naudojant
skirtingus tirpiklius ar ju miSinius pa-
gal Elio F. De Palo su bendraautoriais
[45] publikuota metodika. Paskutinés
frakcijos eliuatas sukoncentruotas
azoto duju sraute iki sausos liekanos,
kuri istirpinta 100 pl acetonitrilo ir
vandens miSinyje (1:1, v/v). Tuomet
meéginys perkeltas i chromatografini
buteliuka ir analizuotas ESCh meto-
du.

ESCh tyrimai buvo atliekami ,,Shi-
madzu Nexera X2“ (Shimadzu, Japo-
nija) chromatografu, sukomplektuotu
is$ auksto slégio dvieju kanaly gradien-
tinio siurblio (sudaryto i§ dvieju izo-
kratiniu siurbliu su tirpikliu pasirin-
kimo galimybe ir maiS§ymo kamera),
automatinés meéginio iterpimo siste-
mos, kolon¢liy termostato ir UV/VIS
detektoriaus. Analitei atskirti naudo-
ta ,Zorbax Eclipse XDGB-C8¢
(4,6x150 mm, 5,0 um) kolonélé (Agi-
lent, JAV). Chromatografiné koloné¢lé
buvo termostatuojama 22 °C tempera-
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taroje. ESCh metu iterpto meéginio ta-
ris — 10 pl. Judri fazé buvo formuoja-
ma i§ dvieju eliuentu: acetonitrilo ir
dejonizuoto vandens, santykiu 40:60,
v/v. Judrios fazés srauto greitis —
1,0 ml/min. Analizés trukmé — 20 min.
Kortizolio absorbcijos signalas regist-
ruotas esant 245 nm bangos ilgiui, o
nustatomos analités sulaikymo truk-
mé — 4,12 min.

Gauti matavimu duomenys apdo-
roti ,LabSolutions“ programine iran-
ga. Programos integruoti ir apskai-
¢iuoti smailiuy plotai buvo naudojami
kortizolio koncentracijai apskaiéiuoti
pagal kalibracine kreive. Plauku meé-
ginio ekstrakto, gauto KFE metodu,
chromatogramos pavyzdys pateikia-
mas 2 paveiksle. Kortizolio kalibraci-
nés kreivés tiesiSkumo intervalas bu-
vo matuojamas naudojant septynias
skirtingas analités koncentracijas in-
tervale nuo 5 ng/ml iki 150 ng/ml. Ap-
skai¢iuotas koreliacijos koeficientas
(rz) kortizoliui lygus 0,9998, aptikimo
riba — 15,6 ng/ml, o nustatymo riba —
47,2 ng/ml.

ISVADOS IR TOLESNIY TYRIMU
KRYPTYS

Pateikti duomenys rodo, jog kortizolio
koncentracijos plaukuose tyrimas gali
bati sekmingai pritaikytas tiek kas-
dien¢je klinikingje praktikoje, pavyz-
dziui, Ku§ingo sindromui diagnozuoti,
pakaitinés gliukokortikoidu terapijos
stebésenai atlikti, kardiometaboliniu
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ligu rizikai ivertinti, tiek moksliniuose
tyrimuose nagrin¢jant patiriamo léti-
nio streso itakg visuomenés sveikatai.
Tradiciniai kortizolio kiekio tyrimai
seilése, kraujo serume ar paros Slapi-
me atspindi Gmini ar trumpalaiki
PHA asies aktyvuma, o kortizolio kon-
centracijos nustatymas plaukuose su-
teikia informacijos apie ilgalaiki PHA
asies aktyvuma ir taip papildo miné-
tus tradicinius tyrimus.

Siuo metu atiekama nemazai tyri-
mu, kuriose analizuojami rysiai tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir

Summary

patiriamo létinio psichosocialinio stre-
so lygio, ta¢iau mokslininku gaunami
rezultatai yra priestaringi. Todél
reik§minga itaka PHA asies aktyvu-
mui daranc¢iu kitu veiksniu paieska
galétu buti tolesniu moksliniy tyrimu
objektas. Taip pat reikalingi papildo-
mi tyrimai, nagrinéjantys kortizolio
patekimo i plauko vidines struktaras
mechanizmus. Moksliniai tyrimai pa-
rode, jog kortizolis i plaukg patenka ne
tik per plauko folikule esanéius kapi-
liarus pasyviosios difuzijos badu, bet
gali buti sintetinamas ir paciame

THE SIGNIFICANCE OF HAIR CORTISOL ANALYSIS IN CLINICAL PRACTICE

AND RESEARCH

Eglé Mazgelyté, Dovilé Karéiauskaité, Ausra Linkeviciote,

Zita Ausrelé Kucinskiené

Cortisol is the main glucocorticoid syn-
thesized from cholesterol in adrenal zona
fasciculata cells. Nonspecific stimuli
such as physical or psychological stress
results in hypothalamic-pituitatary-ad-
renal (HPA) axis activation and secretion
of cortisol which has a wide spectrum of
biological effects. Therefore, different di-
agnostic tests are used to evaluate HPA
axis activity in routine clinical practice,
e.g. dexamethasone suppression test, de-
termination of adrecorticotropic hormone
(ACTH) in blood serum and cortisol con-
centration measurement in both blood se-
rum and 24-hour urine samples. How-
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chronic stress evaluation. Despite a lot of
scientific effort put into hair cortisol re-
search, data about the other factors
which could affect the results of hair test-
ing such as hair growth rate, hair colour,
gender, age, ethnic group is insufficient.
Also, the use of various hair sample prep-
aration procedures and analytical meth-
ods becomes a challenge for assay stand-
ardisation, implementation in clinical
practice and comparison of findings from
different studies. The main purpose of
this article is to review the importance of
hair cortisol concentration measure-
ments, the possibility of adopting this
test in clinical practice and research, and
to report different methods for
quantitative hair cortisol analysis.

Keywords: hair cortisol levels, hypo-
thalamus-pituitary-adrenal axis, chronic
stress, cardiometabolic disorders, Cush-
ing’s syndrome, high-performance liquid
chromatography.
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