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Santrauka

Steroidiniai hormonai svarbus daugeliui fiziologiniu ir biocheminiu pro-
cesu: jie reguliuoja medziagy apykaita, imuninés sistemos funkcijas, uz-
degimo reakciju intensyvuma, yra reikalingi pirminiuy ir antriniu lytiniy
pozymiy formavimuisi, dalyvauja atsako i stresa reakcijose. Reik§mingi
steroidiniy hormonu koncentracijos poky¢iai gali sukelti tokius endokri-
ninés sistemos sutrikimus kaip Kusingo sindromas, Adisono liga, hipo-
gonadizmas, pirminis policistiniy kiau§idziu sindromas. Dél §iy priezas-
¢iy steroidiniu hormonu tyrimai svarbus tiek kasdienéje klinikinéje
praktikoje, tiek moksliniuose tyrimuose. Siuo metu klinikinés diagnos-
tikos laboratorijose steroidiniu hormonu koncentracijos tiriamos kraujo
serumo ir §lapimo méginiuose. Moksliniuose tyrimuose vis daugiau dé-
mesio skiriama §iy hormonu tyrimams seilése ir plaukuose. Tyrimai sei-
lése, kaip ir kraujo serume ar §lapime, yra svarbus vertinant tminius ar
trumpalaikius steroidiniuy hormonuy koncentracijos pokycius. Be to, ti-
riant hormonus seilése ivertinama tik laisvu, su baltymais nesusijungu-
siu, biologiskai aktyviu hormonuy frakecija. Steroidiniy hormonuy tyrimai
plaukuose atspindi ilgalaikius ju koncentracijos pokycius, todél atsiran-
da galimybé retrospektyviai ivertinti steroidiniu hormonu koncentraci-
ja 1-6 mén. laikotarpiu iki tyrimo. Dél didelio poreikio tirti steroidinius
hormonus plaukuose ir seilése siekiama patobulinti jau esamus ir kurti
efektyvesnius méginio paruoSimo analizei ir steroidiniy hormonuy eks-
trakcijos metodus. Taip pat daug démesio skiriama jautresniems bei
specifiSkesniems analizés metodams, pavyzdziui, efektyviajai skysciu
chromatografijai ir tandeminei masiu spektrometrijai, kad buty galima
juos optimizuoti ir idiegti i klinikinés diagnostikos bei mokslines labora-
torijas. Pagrindinis $io straipsnio tikslas — apzvelgti $§iuo metu taikomus
éminiy paruo$imo analizei etapus bei palyginti pagrindinius kiekybinio
steroidiniy hormonu nustatymo seilése ir plaukuose analizés metodus.

Reiksminiai zodzZiai: steroidiniai hormonai, efektyvioji skys¢iu chro-
matografija ir tandeminé masiu spektrometrija, imunofermentiné ana-
lize, streso tyrimai, endokrininés ligos.

IVADAS

kis yra skirtingas: vieni sukuria trum-
palaiki efekta, dél kurio aktyvinami ar

Hormonai yra svarbus daugeliui biolo-
giniu procesu, ju koncentracijos svyra-
vimai organizmo vystymosi laikotar-
piu gali sukelti negriztamus audiniuy
ar organu pokycius. Hormonu povei-

slopinami tam tikri fiziologiniai proce-
sai, vyksta elgsenos poky¢iai, o kiti
veikia nuolatos, pradedant vaisiaus
vystymosi laikotarpiu, ir yra susije su
ly¢iu skirtumais postnataliniu perio-
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1 lentelé. Steroidiniu hormonu koncentracijos matavimams naudojamu éminiy palyginimas [11]
Table 1. Comparison of different samples for steroid hormones concentration measurement [11]

Eminio Retrospekty- . . . | Trumpalaikiu
. . .. _ Ivertin- | Cirkadi- .
Eminys 1a1kyn?o 1 Emm{? paemimo | vus hormon.l.l Surinkimo metodas |tas lai- |nio ritmo %{oncentl:a}cl-
gabenimo invazi§kumas koncentracijos K . ... |jos poky¢iu
. .. . .. otarpis | poveikis |- .
reikalavimai ivertinimas ivertinimas
Kraujo Tyrimas atlieka- | Labai invazinis Negalimas Venos punkcija Minutés | Yra Galimas
serumas |mas nedelsiant
arba éminys uz-
saldomas —20 °C
temperattroje
Seilés Tyrimas atlieka- | Neinvazinis, gali Negalimas Seilés surenkamos i Minutés | Yra Galimas
mas nedelsiant | sukelti diskomforta specialius plastikinius
arba éminys uz- meégintuvelius su vidu-
saldomas —20 °C je esanciu perforuotu
temperataroje vidiniu mégintuveliu
ir vatos tamponeliu
Slapimas | Tyrimas atlieka- | Neinvazinis, tadiau | Negalimas 24 val. (paros) slapi- Para Neéra Negalimas
mas nedelsiant | kai kuriems tiria- mas surenkamas i spe-
arba éminys uz- | miesiems éminio cialu vienkartini plas-
Saldomas —80 °C | paémimo procedara tikinji indeli
temperattroje gali bati sudétinga
Plaukai | Tamsoje, Neskausmingas, Galimas Kerpama nedidelé Savaités | Neéra Negalimas
kambario neinvazinis plaukuy sruoga nuo vir- | ar méne-
temperatiroje Sugalvio uzpakalinés |siai
dalies kuo arciau gal-
vos odos

du [1]. Steroidiniai hormonai — korti-
zolis, kortizonas, dehidroepian-
drosteronas (DHEA) bei jo sulfa-
tas (DHEA-S), testosteronas, estradio-
lis, yra reikSmingi organizmo reakci-
joms i fizinius ar psichologinius stre-
sorius, medziagu apykaitos bei imuni-
nés sistemos funkciju reguliavimui,
pirminiy ir antriniy lytiniu poZzymiu
formavimuisi [2]. Dél §iu priezas¢iu
steroidiniy hormonu tyrimai svarbuas
ne tik klinikinéje praktikoje, bet ir
tarpdisciplininiuose moksliniuose ty-
rimuose [3]. Steroidiniu hormonuy kon-
centracijai nustatyti paprastai naudo-
jami kraujo serumo ar Slapimo meégi-
niai, tadiau pastaraji deSimtmeti vis
daugiau démesio skiriama §iu anali-
éiu tyrimui plauku ir seiliy éminiuose.
Steroidiniu hormonu plaukuose tyri-
mai svarbus vertinant ilgalaikius §iu
hormonu koncentracijos pokycius or-
ganizme. Iki §iol atliktuose tyrimuose
dazniausiai plauku éminiai naudoja-
mi gliukokortikoidu kiekybiniam ver-
tinimui, todél plaukai tapo puikia ti-
riamaja medziaga psichiatrijos, en-
dokrinologijos ir su stresu susijusiu
tyrimy srityse [4]. Trumpalaikiams
steroidiniu hormonu koncentracijos
svyravimams organizme ijvertinti, pa-
vyzdziui, atsakui i Gmini stresg tirti,
kontraceptiniy vaisty ar kity sinteti-
niu steroidiniu hormonu preparatu
vartojimo sukeltu poky¢iu stebésenai,
vis dazniau pasirenkami seiliuy émi-
niai [5]. Tiek plaukai, tiek seilés yra
sudétingos terpés steroidiniu hormo-
ny tyrimams, todél daug démesio ski-
riama efektyvesnéms méginio paruo-

§imo analizei procediroms bei dides-
niu jautrumu ir specifiSkumu pasizy-
mintiems analizés metodams kurti

[6].

PLAUKY IR SEILIY EMINIY
PRANASUMAI IR TRUKUMAI
LYGINANT SU TRADICINIAIS
EMINIAIS

Siuo metu klinikinése diagnostikos la-
boratorijose steroidiniu hormonu kon-
centracijai ivertinti naudojami kraujo
serumo ir Slapimo éminiai, tadiau
moksliniuose tyrimuose vis daugiau
démesio skiriama hormonu kiekiui
nustatyti seilése bei plaukuose [7, 8].
Seiliy surinkimo, prieSingai nei krau-
jo paémimo, procedira yra neinvazi-
né, nesudétinga, émini paprasta laiky-
ti ir gabenti, seiliu surinkimo proceda-
ra tiriamasis gali atlikti savarankis-
kai bet kuriuo paros metu, taip pat ga-
lima daznai surinkti pakartotinius
éminius [5, 7]. Atliktu tyrimu rezulta-
tai parodeé, kad androstendiono, korti-
zolio, testosterono koncentracijas sei-
lése ir kraujo plazmoje sieja tiesiné
priklausomybé (atitinkamai r = 0,92,
r = 0,78, r = 0,97), todél steroidiniuy
hormonu tyrimai seilése galetuy bati
gera alternatyva tyrimams kraujyje
[5, 8]. Nepaisant minéty privalumu,
yra ir keletas trakumu: seiliuy éminys
gali buati uzterstas krauju, gleivemis
ar maisto likudiais, netinkamas émi-
nio surinkimas gali daryti neigiamag
itaka tiksliam steroidiniuy hormonu
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koncentracijos ivertinimui [5, 7]. Be
to, seilése steroidiniy hormonu kon-
centracija yra mazesné nei kraujo se-
rume, todel butina taikyti didesniu
jautrumu pasizymincius analizés me-
todus [8]. Tiriant kraujo serumo ar sei-
liu méginius ivertinami tik trumpalai-
kiai steroidiniu hormonuy koncentraci-
jos svyravimai, todél, siekiant nusta-
tyti ilgalaikius hormonu koncentraci-
jos poky¢ius, naudojami plaukai [5]
(1 lentele).

Daugumoje atliktu tyrimuy plauku
méginiai imami kortizolio koncentra-
cijai ivertinti, ta¢iau taikant itin jaut-
rius ir specifiSkus analizés metodus
galima iSmatuoti ir testosterono, est-
radiolio, progesterono, kortizono,
DHEA koncentracijas [9]. Plauku émi-
niy surinkimo procedura yra nesudeé-
tinga, éminius lengva gabenti, nerei-
kalingos specialios ju laikymo salygos,
analizei pakanka nedidelio plauku
éminio kiekio (~ 10 mg). Plaukuy surin-
kimo procedura yra neinvaziné, nesu-
kelia skausmo, néra infekciju plitimo
rizikos. Svarbu tai, kad plaukai pasi-
zymi ,lgalaike atmintimi“ ir analizés
metu gauti rezultatai atspindi ilgalai-
kius pokycius, o ne momentine hormo-
nu koncentracija ar trumpalaikius
koncentracijos svyravimus [10, 11], to-
del plaukai yra netinkami per pasku-
tines minutes ar valandas iki tyrimo
ivykusiems Gminiams poky¢iams ver-
tinti [12] (1 lentelé). Siekiant nustaty-
ti ilgalaikius poky¢ius, svarbu atsi-
zvelgti 1 tyrimui parenkamo plauku
éminio ilgi. Kiekvieno zZzmogaus plau-
ku augimo greitis yra skirtingas, ta-
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Giau vidutiniSkai per ménesi plaukai
paauga ~ 1 cm. Déel plauku ,iSplovimo®
efekto tinkamiausi tyrimui yra ne il-
gesni nei 6 cm plaukai, t. y. maksima-
liai galima ivertinti steroidiniuy hor-
monu sekrecijg 6 mén. laikotarpiu iki
tyrimo [13]. Taip yra dél to, kad la-
biausiai nuo galvos odos nutole plau-
kai yra intensyviau ir ilgiau veikiami
ultravioletinés spinduliuotés, daznai
plaunant plaukus ar juos veikiant che-
minémis priemonémis steroidiniai
hormonai gali buti ,iSplaunami®, t. y.
pasalinami i§ plauko vidiniu strukta-
ru [14]. Dar vienas svarbus aspektas —
galima iSoriné plauko tarsa dél aplin-
kos poveikio, fizinio kontakto su che-
minémis medziagomis ar kremu bei
tepalu, kuriu sudétyje yra steroidiniu
hormonu, naudojimo [15]. J. G. Abell
ir bendraautoriai teigia [16], kad ste-
roidiniu hormonu koncentracijos po-
kyc¢iams itaka gali daryti lytis, am-
zius, iSoriniai veiksniai, pavyzdziui,
plauku prieziaros priemonés (plauku
dazai, Sampunai, cheminis apdoroji-
mas) [16]. G. Noppe nustateé [17], kad
daznas galvos odos ir plauku plovi-
mas, plaukuy prieziaros produktu nau-
dojimas ar plauku tipas neturi itakos
kortizolio koncentracijos pokyc¢iams
(atitinkamai p = 0,33, p = 0,73 ir
p = 0,22). Taip pat tyrimo rezultatai
parodé, jog kortizolio koncentracija
plaukuose nepriklauso nuo tiriamojo
plaukuy spalvos ar galvos odos prakaito
liauku aktyvumo (atitinkamai p = 0,72
ir p = 0,25). Minétame tyrime auto-
riams atsizvelgus i amziu rezultatai
nepasikeiteé [17].

STEROIDINIY HORMONY
NUSTATYMO PLAUKUOSE .
IR SEILESE METODIKY ANALIZE

Steroidiniy hormony pernasa
i seiles ar plavkus

Steroidiniu hormonu patekimas i sei-
les aiskinamas keliais pagrindiniais
mechanizmais. DaZniausiai minima
pasyvioji difuzija per acino lasteles, to-
del steroidiniu hormonu koncentracija
nepriklauso nuo seiliy srauto greicio.
Taip pat manoma, jog Sie hormonai i
seiles gali patekti i§ kraujo per burnos
gleivine [8].

Tikslas mechanizmai, kuriais ste-
roidiniai hormonai i§ kraujotakos pa-
tenka i plauko vidines struktaras, dar
néra gerai zinomi, tadiau manoma,
jog hormonai i plauka patenka pasy-
viosios difuzijos budu i§ kraujo kapi-
liaru i augancias plauko folikulo las-
teles (Serdi), taip pat per prakaito ar
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Pav. Steroidiniu hormonu koncentracijos kiekybinio ivertinimo plaukuose tyri-

mo eiga [11]

Fig. Overview of the experimental process for the quantitative determination of
steroid hormones concentration in human hair samples [11]

riebaly liaukas [18]. Alternatyvus
mechanizmas — lokali pogumburio-hi-
pofizés-antinkséiu (PHA) asies akty-
vacija plauko folikule, kai aktyvintos
plauko folikulo lastelés pacios geba
sintetinti kortizoli [17]. Todél renkant
plaukuy éminius patartina plaukus
kirpti kuo arciau galvos odos vengiant
plauko folikulo patekimo, nes tai le-
mia klaidingai nustatomas didesnes
steroidiniu hormonu koncentracijas

[15].
Eminiy surinkimas ir laikymas

Plauku sruoga yra kerpama nuo virsu-
galvio uzpakalinés dalies, kuo aréiau
galvos odos (Zr. pav.) [4]. Sauve ir kole-
gos nustaté [13], kad éminiu, paimtyu
is skirtingu galvos odos sri¢iu, anali-
zés rezultatai pasizymeéjo dideliu va-
riacijos koeficientu (30,5 %), lyginant
su tais éminiais, kurie buvo paimti
nuo virSugalvio uzpakalinés dalies
(15,3 %). Surinkti éminiai dedami i fo-
lija ir atitinkamai pazenklinami [13].
Plauky éminiai gali bati ilgai laikomi
kambario temperatiroje, vengiant tie-
sioginio UV spinduliuotés poveikio,
kuris mazina kortizolio ir kortizono
bei didina progesterono ir DHEA kon-
centracija plaukuose. Iki §iol néra at-
likta tyrimu, kuriuose butu vertintas
UV spinduliuotés poveikis estrogeno
ar testosterono koncentracijoms plau-
ku méginiuose [9, 11].

Seiliy méginiai surenkami i spe-
cialius plastikinius meégintuvelis su
viduje esancéiu perforuotu vidiniu meé-
gintuvéliu ir vatos tamponéliu (,Sali-

vette®). Surinkti éminiai laikomi
—20 °C temperaturoje Saldiklyje [3].

PLAUKU EMINIO PARUOSIMAS
ANALIZEI

Plauky svérimo ir plovimo
etapas

Pirmiausia pasirinkto ilgio plauku
éminiai perkeliami i stiklinius bute-
liukus ir pasveriami (Zr. pav.). Daugu-
moje literataroje aprasomu metodiku
prie$ analize yra atliekami vienas ar
keli plauku plovimo etapai, kurie
trunka nuo 2 iki 10 min, priklausomai
nuo éminio uzterstumo [19, 20]. Jie
batini tam, kad buaty pasalintos anali-
zei trukdancios medziagos: plauku
priezituros priemoneés, prakaito ir rie-
baliniy liauku iSskyros ar kitos plauko
pavirSiuje aptinkamos medziagos
(odos lastelés, kano skyséiai). Taip pat
plauku plovimo procedira padeda is-
vengti galimo plauky uzter§imo sinte-
tiniais steroidiniais preparatais. Plau-
ku plovimui naudojami tirpikliai yra
chloroformas, metileno chloridas, me-
tanolis, izopropanolis (2 lentelé). Svar-
bu tai, kad jie veiksmingai pasSalina
plauko pavirSiuje esancias nepagei-
daujamas medziagas, taciau neveikia
vidinése plauko struktirose esanciu
steroidiniu hormonu. Literataros duo-
menimis, Siomis savybémis labiausiai
pasizymi mazo poliSkumo organiniai
tirpikliai, pavyzdziui, izopropanolis, o
vandeniniai tirpalai ar metanolis gali
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2 lentelé. Plauku éminiu paruo$imo analizei bei kiekybinio hormonu koncentracijos nustatymo metodiku apzvalga
Table 2. Overview of sample preparation techniques and analytical methods for hair steroid analysis

Ekstrakci- . | Papildomi
Literataros l?la}llfu lf’la}ﬂ?u . Plaukt} . |jai naudo- ]_E].kstrak- !E]kstrakm- ekstrakto | Analizés
AP éminio | éminio |Plovimas smulkini- |3 . cijos truk- | jos tempe- ..
saltinis g i _ jamas tir- . _ -~ | gryninimo | metodas
ilgis, cm| kiekis, mg mo budas . mé, val. | ratara, °C .
piklis metodai
Skoluda et al., 3 25 Izopropanolis | Rutulinis Metanolis 0,75 60 Netaikomi |CLIA
2012 [40] (2%, 3min.) |maltnélis
Hankey et al., 4 <8 Izopropanolis | Chirurginés | Metanolis 16 50 Netaikomi |IFA
2013 [41] (3%) zirkles
Gao et al., 1-1,5 <50 Metanolis Rutulinis Metanolis 24 40 KFE ESCh-MS/
2014 [42] (2%, 2min.) |malanélis MS
Grunau et al., 2 10-15 Izopropanolis | Chirurginés | Metanolis 16 50 Netaikomi |IFA
2013 [43] (2%, 3min.) |zirkles
Steudte et al., 6 10 Izopropanolis | Chirurginés | Metanolis 18 45 Netaikomi | ESCh-MS/
2013 [44] zirkles MS
Grassi-Oliveira 1 >10 ND Chirurginés | Metanolis 16 52 Netaikomi |IFA
et al., 2012 [45] zirkleés
Wei et al., 1 ND Izopropanolis | Rutulinis Metanolis 24 ND Netaikomi |ECL
2015 [46] (3%, 3min.) |malunélis
Slominski et 1-3 50 ND Chirurginés | Metanolis 15 52 Netaikomi | ESCh-MS
al., 2015 [47] zirkles
Karlen et al., ND >5 Neplauti Rutulinis Metanolis 24 25 Netaikomi |RIA
2013 [48] malaneélis
Raul et al., 2 30-100 | Metileno Rutulinis Sorenseno 16 40 KFE ir ESCh-MS
2004 [49] chloridas malunélis | buferinis SSE
(2%, 2 min.) tirpalas

Santrumpos: KFE — kietafazé ekstrakcija, SSE — skyséiu-skyséiu ekstrakceija, CLIA — chemiliuminescenciné analizé, IFA — imunofermen-
tiné analize, ESCh-MS/MS — efektyvioji skys¢iu chromatografija ir tandeminé masiu spektrometrija, ESCh-MS — efektyvioji skyséiu
chromatografija ir masiy spektrometrija, RIA — radioimuniné analizé, ECL — elektrochemiliuminescenciné analizé, ND —néra duomenu.

iSpusti plauko struktara padidindami
steroidiniu hormonu iSskyrimo i§
plauku tikimybe [3, 11].

Plauky smulkinimas
(malimas)

Veiksmingai steroidiniy hormonuy eks-
trakcijai svarbi efektyvi plauku émi-
nio ir ekstrakcijos tirpalo saveika, to-
del siekiant padidinti saveikos pavir-
Siaus plota plauky éminiai smulkina-
mi chirurginémis zirklémis iki ~ 1 mm
pluosteliu [18] arba sutrinami rutuli-
niu malanéliu (Zr. pav., 2 lentele) [11].
Plauky smulkinimas zirklémis néra
standartizuota procedura, todél ji gali
lemti steroidiniy hormonu koncentra-
cijos poky¢ius, nes susmulkinty plau-
ku dydis priklauso nuo to, kaip
kruopsciai procedura atlieka tyréjas.
Naudojant maltanélius su cirkonio ok-
sido karoliukais galima susmulkinti
plauky éminius iki ~ 5 um dydZio. Teo-
riSkai tai galétu pagerinti steroidiniu
hormonu ekstrakcija i$ plauku, tac¢iau
iki $iol atlikta mazai tyrimu, kuriuose
§is plauku méginiu ruosimo badas ba-
tu palygintas su kitais. Be to, daroma
prielaida, kad maltnéliu smulkinant
plaukus yra didelé tikimybeé prarasti
dali méginio, taip pat toks éminio ruo-
§imo budas gali lemti plaukuose esan-
éiy baltymu ar steroidiniuy hormonu
skilimo procesus [11]. Naujausi duo-

menys rodo, kad steroidiniy hormonu
iSskyrimas i§ nesmulkinty plauku
taip pat gali btti vertinga alternatyva.
Nors atlikti tyrimai parodé, kad ste-
roidiniy hormonu ekstrakcija i$ plau-
ku éminiu buvo efektyvesné naudo-
jant smulkintus plaukus, analizinio
signalo skirtumas nebuvo didelis, to-
del tokie steroidiniai hormonai kaip
kortizolis, kortizonas, testosteronas,
progesteronas, DHEA, DHEA-S, an-
drostendionas, 17-a-pregnenolonas
nesunkiai gali bati aptinkami naudo-
jant tiek smulkintus, tiek nesmulkin-
tus plauku éminius [20].

Steroidiniy hormony
ekstrakcija is plavky

Steroidiniai hormonai i$ plaukuy isski-
riami naudojant organinius tirpiklius
(pvz., metanolis, acetonas) [11], Soren-
seno buferini tirpala (0,2 M NaH;PO,;
0,2 M Na,HPO,) ar druskos rugsti (Zr.
pav. ir 2 lentele) [20]. A. Herane Vives
ir kolegu parengtame apzvalginiame
straipsnyje [21] nurodyta, kad daugu-
ma autoriu kortizolio ekstrakcijai i§
plauku pasirinko metanoli. Metanolis
efektyviai iStirpina neutralius hidrofi-
linius ir i$ dalies lipofilinius junginius,
del savo hidrofiliniy savybiu metano-
lis lengvai prasiskverbia pro plauko
struktara, ja iSpudia ir sudaro poras,

pro kurias steroidiniai hormonai isski-
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riami i terpe [20—22]. Nors vandeni-
niai ragséiu tirpalai lemia grynesniu
ekstraktuy susidaryma, palyginti su
ekstrakcija metanolyje, minéti tirpa-
lai gali sukelti anali¢iu hidrolize [20].
Dazniausiai steroidiniu hormonuy eks-
trakcijai i§ plaukuy méginys yra inku-
buojamas per nakti kambario ar 52 °C
temperattroje. Taciau kai kurie duo-
menys rodo, kad po vieno steroidiniuy
hormonu ekstrakcijos metanolyje eta-
po vidutiniSkai iSskiriama tik 46 %
méginyje esancio kortizolio kiekio. Ke-
turiy etapu ekstrakcija yra veiksmin-
gesné: jos metu méginys 15 val. inku-
buojamas metanolyje 52 °C tempera-
taroje ir 5 min. kambario temperati-
roje, procedura kartojama du kartus.
Taikant minéta ekstrakcijos buda is-
skiriama 98-100 % meéginyje esandio
kortizolio kiekio [11].

Po ekstrakcijos, siekiant iSvengti
analizei trukdanéiu medziagu pateki-
mo, reikalingos papildomos méginiu
gryninimo procedaros. Plauku meégi-
niams dazniausiai naudojama kietafa-
zé ekstrakcija (KFE) (zr. pav. ir 2 len-
tele) [20]. Siuo metu, vis dazniau
iprasta rankini KFE atlikimo buda
kei¢ia automatizuotos KFE sistemos,
kurios pasizymi geresniu atkuriamu-
mu, sutrumpintu méginio paruosimo
laiku, didesniu méginiu, kurie gali ba-
ti gryninami vienu metu, skaiiumi

[4].
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SEILIY EMINIY PARUOSIMAS
ANALIZEI

Steroidiniy hormony
ekstrakcija is seiliy

Steroidiniams hormonams isskirti is
seiliu éminiu bei siekiant pasalinti
analizei trukdanc¢ias medziagas, pa-
vyzdziui, baltymus, druskas, fosfolipi-
dus, taip pat atliekama ekstrakcija
[23]. Seiliy éminiams dazniausiai tai-
koma skysé¢iu-skyséiu ekstrakeci-
ja (SSE) organiniais tirpikliais, tokiais
kaip heksanas, etilacetatas, dichlor-
metanas, taip pat gali buti atliekama
ir kietafazé ekstrakcija (KFE) [24].
Siu metody privalumas yra grynesni
méginiy ekstraktai ir tiriamu analiéiu
sukoncentravimas [23]. Nors kasdie-
niuose tyrimuose Sie méginio paruosi-
mo analizei metodai néra populiarus,
jie leidzia gauti patikimesnius rezul-
tatus [24].

SSE yra labai efektyvus, taciau
sunkiai automatizuojamas ir ilgai
trunkantis metodas. Ekstrakcijai yra
naudojami tirpikliai, pasizymintys
skirtingu poliSkumu tam, kad fazés
nesimaisytu ir buty atskiriamos [25].
KFE metodo esmé — analités adsorbci-
ja kieto sorbento pavirsiuje. KFE su-
daro keturi etapai: 1) sorbento kondi-
cionavimas pasSalinant priemaiSas ir
pagerinant analités sulaikyma; 2) me-
ginio ileidimas i kolonéle; 3) koloné¢lés
plovimas tirpikliu, siekiant pasalinti
nepageidaujamus éminio komponen-
tus; 4) analités desorbcija [26] — Siame
etape iSgrynintos ir sukoncentruotos
analités (steroidiniai hormonai) eliuo-
jamos organiniais tirpikliais — meta-
noliu ar acetonitrilu. Dziurkowska su
kolegomis [24] atliko dvieju kortizolio
ekstrakecijos i§ Zzmogaus seiliu metodu
palyginima. Kiekybiniam kortizolio
koncentracijos vertinimui autoriai
naudojo efektyviosios skys¢iu chroma-
tografijos su ultravioletinio spektro
detektoriumi metoda. Minéto tyrimo
rezultatai parode, jog SSE metodu is-
skirto kortizolio aptikimo riba (AR,
angl. limit of detection) buvo 1 ng/ml, o
nustatymo riba (NR, angl. limit of
quantification) — 3 ng/ml. Taikant
KFE metoda, gauta AR sieké 3 ng/ml,
o NR - 5 ng/ml. Nors SSE metodu is-
grynintame méginyje nustatytos Ze-
mesneés kortizolio aptikimo ir nustaty-
mo ribos, autoriai padaré iSvada, jog
abu ekstrakcijos metodai yra pakan-
kamai efektyvis [24]. M. Alzahrani su
kolegomis vertino KFE metodo efekty-
vuma testosterono, DHEA ir epitestos-
terono ekstrakcijai i§ seiliy éminiu.
Tyréjai nustateé, jog taikant KFE ir

naudojant triju skirtingu koncentraci-
ju (100 pg/ml, 400 pg/ml ir 800 pg/ml)
steroidiniy hormonuy standartiniu me-
dziagu tirpalus pasiektos itin aukstos
§iu hormonuy ekstrakcijos atkuriamu-
mo vertés (atitinkamai daugiau nei
93 %, 86 % ir 96 %) [27]. Be to, steroidi-
niu hormonu metabolitai, pavyzdziui,
DHEA-S, dél savo joniniy savybiu ne-
ekstrahuojami organiniais tirpikliais,
todél tokiems junginiams gryninti rei-
kétu rinktis medziagu adsorbcija pa-
grista KFE metoda. Atlikti tyrimai ro-
do, jog KFE pritaikomumas yra pla-
tesnis nei SSE, KFE metodu gaunami
labai gryni anali¢iu ekstraktai [23].

ANALIZES METODAI

Didéjant poreikiui nustatyti steroidi-
niu hormonu koncentracija reikalingi
itin jautras ir specifiski analizés meto-
dai. Dazniausiai naudojami chemiliu-
minescenciniai (CLIA) bei imunofer-
mentiniai (IFA) metodai. Minéti meto-
dai yra nesunkiai atliekami ir pasizy-
mi dideliu jautrumu bei nasumu [6].
Nustatyta, jog taikant IFA analizés
variacijos koeficientas yra mazesnis
nei 10 %. PanaSaus dydzio variacijos
koeficientas yra buadingas ir analizei
naudojant ESCh-MS metoda [10].
A. Dettenborn su kolegomis [28] iStyre
360 asmenu plauku éminius nustate,
jog CLIA metodu iSmatuotos kortizolio
koncentracijos plaukuose variacijos
koeficientas yra maZesnis nei 8 % [28].
Taip pat tyrimu rezultatai rodo, kad
CLIA metodu nustatytos kortizolio
koncentracijos plaukuose vertés stip-
riai koreliuoja su ESCh-MS/MS meto-
du gautomis vertemis (r? = 0,96) [29].
Vis délto pagrindinis IFA trakumas
yra santykinai mazas specifiSkumas
del IFA metodams naudojamu antika-
nu kryZzminiuy reakciju su kitomis me-
dziagomis (pvz., steroidais ar lipofili-
némis medziagomis). Be to, IFA meto-
das yra skirtas tik vienai méginio ana-
litei nustatyti, todel néra galimybés
vienos analizés metu istirti keleto ste-
roidiniuy hormonu koncentracijas, Sis
metodas netinka éminiams, kuriuose
yra nedidelé steroidiniu hormonu kon-
centracija (pvz., plaukams) [20]. Seiliu
tyrimus IFA metodu taip pat riboja ne-
didelis metodo specifiSkumas: naudo-
jami antiktnai dél kryzminiu reakciju
reaguoja su kortizonu, kurio koncen-
tracija seilése yra itin didelé, palyginti
su kitais steroidiniais hormonais. Ne-
pakankamas tyrimo jautrumas taip
pat gali sukelti problemu, nes po vi-
durnak¢io kortizolio koncentracija sei-
lése nukrinta Zemiau aptikimo ribos
[30]. Chromatografiniai tyrimu meto-
dai iveikia imunofermentiniy metodu

apribojimus, nes pasiZzymi geresniu
jautrumu ir specifiSkumu [3]. Taikant
efektyvigja skyséiu chromatografi-
ja su fluorescenciniu detektoriu-
mi (ESCh-FLU) pastebéta, jog
ESCh-FLU pasizymi geresniu speci-
fiskumu nei IFA. W. Gao ir kolegos
ESCh-FLU metoda pritaiké kortizolio
koncentracijai plaukuose nustatyti.
Gauti rezultatai parodé, jog aptikimo
riba yra 1 pg/mg, o metodo atkuriamu-
mas siekia 74 %, tadiau analizei reika-
lingas kur kas didesnis éminio kiekis
ir sudétingos, daug laiko reikalaujan-
¢ios éminio apdorojimo bei analités de-
rivatizacijos procedaros [31]. Pana-
Siais privalumais ir trakumais pasizy-
mi ir duju chromatografijos ir masiu
spektrometrijos (DCh-MS) metodas.
Jis sekmingai panaudotas androgenu,
estrogenu, progestinu, kortikoidu kie-
kiui nustatyti plaukuose [20], iSsiski-
ria geru specifiSkumu, taciau pasizy-
mi ilga analizés trukme, reikalauja
sudeétingu éminio paruo§imo ir deriva-
tizacijos proceduru, dideliuy éminio
kiekiu (30-200 mg plauku) [20]. Vie-
nas placiausiai naudojamu analizés
metodu steroidiniu hormonu koncen-
tracijai nustatyti plaukuose yra efek-
tyvioji skyséiu chromatografija ir ma-
siy spektrometrija (ESCh-MS) [4]. Sis
metodas pasiZymi itin dideliu jautru-
mu ir specifiSkumu, vienos analizés
metu galima jvertinti daugelio anali-
¢iu koncentracijas. Lyginant su
DCh-MS, taikant ESCh-MS metoda
nereikalingas sudétingas ir daug laiko
sanauduy reikalaujantis anali¢iu deri-
vatizacijos etapas, todél Sis metodas
tinka didelio nasumo analizéms, gali
bati diegiamas i kasdiene praktika [3].
W. Gao ir kolegu parengtame apzval-
giniame straipsnyje pateiktos skirtin-
gu autoriu ESCh-MS metodais iSma-
tuotu steroidiniu hormonuy (kortizolio,
kortizono, testosterono, DHEA,
DHEA-S) koncentraciju plaukuose
nustatymo ribos. Nurodoma, jog NR
skirtingiems steroidiniams hormo-
nams svyruoja nuo 100 iki 0,08 pg/mg
[20]. Siekiant dar labiau padidinti me-
todo jautruma ir specifiSkuma, suma-
zinti naudojamo éminio kieki, sutrum-
pinti méginio paruoSimo ir analizés
laika, padidinti méginiu, analizuoja-
muy vienu metu, skai¢iu, vis dazniau
steroidiniu hormonu koncentracijai
ivertinti naudojamas efektyviosios
skyséiu chromatografijos ir tandemi-
neés masiu spektrometrijos
(ESCh-MS/MS) metodas [4]. Taikant
§i metodg galima patikimai kiekybis-
kai ivertinti platu steroidiniu hormo-
nu spektra tiriant tokias terpes kaip
kraujo serumas, sausas kraujo lasas,
seilés, Slapimas, lasteliyu homogenatas
ar plaukai [32]. W. Gao ir kolegos [3]
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sékmingai pritaiké ESCh-MS/MS me-
toda septyniu steroidiniuy hormonu
koncentracijai seilése nustatyti. Gauti
tyrimu rezultatai parode, jog estradio-
lio, kortizolio, kortizono, testosterono,
progesterono, kortikosterono NR yra
< 5 pg/ml, o DHEA NR - 10 pg/ml.
Taikant minétu autoriu idiegta
ESCh-MS/MS metodika buvo pasiek-
tas didesnis analizés jautrumas, paly-
ginti su kitu autoriu naudotais
DCh-MS ar SCh-MS metodais. Be to,
W. Gao ir bendraautoriu tyrime nu-
statytas analizés variacijos koeficien-
tas (VK) visiems tirtiems sterodiniams
hormonams seilése buvo < 11 % [3].
Vis délto aprasyto metodo taikyma, ri-
boja keli trukumai: tai brangts ir
techniskai sudétingi prietaisai bei
analizés greitis. Dél §iu priezasc¢iu
idiegti ESCh-MS/MS metoda i kliniki-
nés diagnostikos laboratorijas yra su-
détinga, reguliariai atliekama tik la-
bai nedidelé dalis tyrimu [22].

STEROIDINIY HORMONY
TYRIMU SVARBA

Létinio ir Uminio streso tyrimai

1956 m. Selye pirmasis pavartojo ter-
ming ,stresas” ir pastebé¢jo, kad inten-
syvus, ilgai trunkantis atsakas i stre-
soriu gali padaryti didele Zala organiz-
mui [33]. Tokios terpés kaip seilés,
kraujo plazma ar Slapimas naudoja-
mos Gminio ar trumpalaikio streso ty-
rimams. Plaukuy tyrimas atspindi ilga-
laikius hormonu sekrecijos poky¢ius,
todél vis labiau domimasi, kaip ji batu
galima panaudoti kaip biologini léti-
nio streso Zymeni vertinant streso
reik§me tam tikru ligu iSsivystymui
[34]. Atlikti tyrimai parodé, kad ne tik
kortizolis glaudziai siejamas su stre-
su, tadiau ir lytiniai hormonai turi ita-
kos organizmo atsakui i Gminj ar létini
stresa. Buvo pastebéta, kad lytiniai
steroidiniai hormonai gali skirtingai

Summary

reguliuoti kortikotroping atpalaiduo-
janti hormona koduojanc¢io CRH geno
raiSka. Estrogenai skatina pastarojo
raiska, o testosteronas ja slopina, ir tai
paaiskina lyties skirtumus, susijusius
su reakcija i stresa, bei didesni moteru
polinki i depresija. Pastebéta, kad mo-
terims, sergancioms gilia depresija,
budingas reik§mingai didesnis per pa-
ra iSsiskiriandio estradiolio kiekis nei
kontrolinés grupés tiriamosioms [35].

Endokrininiy ligy diagnostika

Zinoma, jog ilga laika reik§mingai pa-
didéjes kortizolio kiekis gali sukelti
Kusingo sindroma. Tokie pacientai del
suintensyvéjusio baltymu kataboliz-
mo patiria raumenuy silpnuma, jiems
budingas intensyvus triacilgliceroliu
kaupimasis pilvo, liemens, veido srity-
se, pastebimos rySkiai violetinés spal-
vos strijos [36]. Sumazéjes kortizolio
kiekis gali sukelti reta endokrinini su-
trikima — Adisono liga, dar vadinama
pirminiu antinkséiu nepakankamumu
[37]. Tokiems pacientams budingas
sumazéjes apetitas, bendras silpnu-
mas, hipotenzija, svorio netekimas
[38]. Batent kortizolio koncentracijos
nustatymas plaukuose gali buti ver-
tingas diagnozuojant Kus§ingo sindro-
ma ar antinkséiu nepakankamuma
bei retrospektyviai stebint gydymo
hormonais eiga [17]. Esant gonadu
funkcijos sutrikimams, vyrams atlie-
kami tyrimai hipogonadizmo, mote-
rims — menstruaciju sutrikimu, virili-
zacijos, hirsutizmo diagnostikai.
Siems patologiniams poky¢iams nu-
statyti matuojamos testosterono,
DHEA-S, estradiolio koncentracijos
[39]. Minétiems gonadu funkcijos su-
trikimams diagnozuoti seilés pasizymi
geresnémis savybémis nei kraujo se-
rumas. Steroidiniai hormonai kraujy-
je perneSami susijunge su baltymais,
taciau i seiles patenka tik laisvi, biolo-
giSkai aktyvis hormonai. Be to, buvo
nustatyta, kad androstendiono ir te-
stosterono koncentraciju santykis sei-

INVESTIGATION OF STEROID HORMONES IN HUMAN HAIR AND SALIVA
SAMPLES: A REVIEW OF RESEARCH METHODOLOGIES

Gabija Aleknavicivte, Eglé Mazgelyié, Asta Mazeikiené, Dovilé Karéiauskaite,

Zita Ausrelé Kucinskiené

Steroid hormones play a major role in
many physiological and biochemical pro-
cesses including regulation of metabo-
lism, immune system functions, inflam-
mation, development of primary and sec-
ondary sexual characteristics and
neuroendocrine response during stress.
Significant changes in steroid hormone

levels can cause variety of endocrine disor-
ders, such as Cushing’s syndrome, Addi-
son’s disease, hypogonadism or primary
polycystic ovary syndrome. For these rea-
sons steroid hormone research is important
in daily clinical practice and for scientific
research. Blood serum and urine are cur-
rently the matrices that are most com-
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lése yra geras hiperandrogenizmo bei
pirminio policistiniu kiausidziu sin-
dromo rodiklis [5].

ISVADOS

Steroidiniu hormonu tyrimai yra svar-
bas tiek klinikingje praktikoje, tiek
moksliniuose tyrimuose. Sie tyrimai
sékmingai naudojami Kusingo sindro-
mo, Adisono ligos, hipogonadizmo ar
hirsutizmo diagnostikai, taip pat ver-
tinant Gminio ar létinio streso reik§me
tam tikry ligu iSsivystymui. Tradicis-
kai steroidiniy hormonu tyrimui nau-
dojamas terpes — kraujo serumag ar
Slapima, vis dazniau kei¢ia seiliy ir
plauku éminiai. Steroidiniy hormony
tyrimai seilése yra puiki alternatyva
pacientams, kuriems kraujo paémimo
procediura yra skausminga ar sukelia
diskomfortq. Plauky éminiai tinkami
ilgalaikiy hormonu koncentracijos po-
kyéiu stebésenai, siekiant retrospek-
tyviai ivertinti hormonu sekrecija
1-6 mén. laikotarpiu. Butent todél
steroidiniy hormonu plaukuose tyri-
mai gali bati naudojami vertinant pa-
tiriamo streso lygi, diagnozuojant go-
naduy funkcijos sutrikimus ar stebint
hormoninio gydymo eiga. Nuolat dide-
jantis steroidiniy hormonuy tyrimu po-
reikis skatina kurti efektyvesnes me-
ginio ruosimo analizei proceduras, to-
bulinti esamus ar kurti naujus anali-
zés metodus. Dazniausiai naudojami
imunofermentinés analizés metodai
turi nemazai trakumu, palyginti su
moksliniuose tyrimuose vis daZniau
taikomais itin jautriais ir specifiskais
chromatografiniais analizés metodais.
Chromatografiniu metodu idiegimas
ir optimizavimas leistuy sumazinti
naudojamo éminio kieki, sutrumpinti
méginio paruoSimo analizei laikg ir
vienu metu ivertinti platyu steroidiniu
hormonu spektra. ¢
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Gauta:
Priimta spaudai:

monly used for steroid hormone concen-
tration measurements in clinical labora-
tories. Despite of that, the interest to-
wards steroid hormones in human hair
and saliva samples is rapidly increasing.
Determination of steroid hormone levels
in saliva, blood serum or urine is impor-
tant for the evaluation of acute or
short-term changes in steroid hormone
secretion. One of the major advantages of
saliva as a sample for steroid hormone
analysis is that only free (non-protein-
bound), biologically active fraction of cir-
culating hormones is determined. On the
other hand, the information about the
long-term changes in steroid hormone
levels can be obtained with steroid hor-
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mone level measurements in human
hair. Therefore, investigation of steroid
hormones in hair samples provides the
possibility of retrospective evaluation of
steroid hormones secretion 1-6 months
prior the analysis. Due to the high de-
mand for steroid hormone analyses in
non-traditional samples such as saliva
and hair, improvements in existing
methods as well as development of more
efficient sample preparation and steroid

sample preparation techniques as well as
to compare different analytical methods
for the quantitative determination of
steroid hormones in human saliva and
hair samples.

hormone extraction techniques are one of
the most challenging tasks in recent stud-
ies. Moreover, more often attention is fo-
cused on the optimization and implementa-
tion of more sensitive and specific analyti-
cal methods (e.g. high-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrome-
try) for steroid analysis in human hair and
saliva samples. Therefore, the main pur-
pose of this article is to provide an overview
of the most relevant developments in

Keywords: steroid hormones, high-per-
formance liquid chromatography-tandem
mass spectrometry, enzyme-linked
immunosorbent assay, stress research,
endocrine diseases.
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