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Abstrakt a kĺıčová slova

Abstrakt

Práce se zabývá stanoveńım slinného kortizolu za použit́ı imunochemického che-

miluminiscenčńıho analyzátoru ADVIA: Centaur firmy Siemens. Experimentálńıho

odběru slin se zúčastnilo 141 proband̊u ve věkovém rozmeźı 7 – 76 let. Dobrovolńıci

byli rozděleni do skupin podle pohlav́ı: muži, ženy, které už́ıvaj́ı hormonálńı anti-

koncepci (HAK) a ženy neuž́ıvaj́ıćı HAK. U těchto skupin byly stanoveny referenčńı

intervaly hladin ranńıho a odpoledńıho slinného kortizolu. U skupiny žen neuž́ıvaj́ıćı

HAK byl stanoven referenčńı interval 13,2 – 55,5 nmol/l pro ranńı slinný kortizol a

pro ženy už́ıvaj́ıćı HAK byl referenčńı interval 15,5 – 44,2 nmol/l. Referenčńı inter-

val odpoledńıho slinného kortizolu u žen neuž́ıvaj́ıćı HAK byl 4,0 – 16,6 nmol/l a

u skupiny žen už́ıvaj́ıćı HAK byl 7,9 – 22,6 nmol/l. U skupiny muž̊u byl stanoven

referenčńı interval pro ranńı kortizol 15,8 – 47,7 nmol/l a pro odpoledńı kortizol

byl stanoven referenčńı interval 5,2 – 25,4 nmol/l. Rozd́ıly mezi stanovenými refe-

renčńımi intervaly u všech sledovaných skupin jsou nepatrné. Nutné je však zachovat

r̊uzné referenčńı intervaly pro ranńı a odpoledńı odběry. Referenčńı interval pro ranńı

kortizol ve slinách byl stanoven na 14,3 – 46,2 nmol/l a odpoledńı referenčńı interval

byl 4,0 – 22,2 nmol/l. U daľśıch šesti žen a čtyř muž̊u byl stanoven denńı profil

slinného kortizolu odběrem vzork̊u ve čtyřech r̊uzných dobách během dne. Pr̊uběh

hladin slinného kortizolu odpov́ıdal u žen neuž́ıvaj́ıćı HAK, u žen už́ıvaj́ıćı HAK a

u muž̊u cirkadiánńımu rytmu, kterému kortizol podléhá. U všech p̊ulnočńıch vzork̊u

byla koncentrace slinného kortizolu nižš́ı než 9 nmol/l. Tato hodnota je obvykle

považována za cut off pro diagnózu Cushingova syndromu (CS). Naměřené hladiny

slinného kortizolu stanovené ze dvou r̊uzných odběrových systémů Salivette od firmy

Sarstedt se od sebe klinicky významně nelǐsily. Hladiny slinného a sérového kortizolu

spolu dobře koreluj́ı, byla tedy potvrzena skutečnost, že hladiny slinného kortizolu

odráž́ı hladiny kortizolu v séru.
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Abstract

This thesis deals with salivary cortisol levels measured by the ADVIA: Centaur

CP Immunoassay System. Experimental saliva sampling was performed on 141 pro-

bands from age 7 to 76. Volunteers were divided to groups according to their sex:

males, females using hormonal contraceptives (HC) and females not using HC. Re-

ference intervals of morning and evening salivary cortisol were defined: females not

using HC 13,2 – 55,5 nmol/l and females using HC 15,5 – 44,2 nmol/l for mor-

ning salivary cortisol. Females not using HC 4,0 – 16,6 nmol/l and females using

HC 7,9 – 22,6 nmol/l for afternoon salivary cortisol. Males 15,8 – 47,7 nmol/l for

morning salivary cortisol and 5,2 – 25,4 nmol/l for afternoon salivary cortisol. Dif-

ferences in stated intervals were imperceptible in all monitored groups. However, it

is necessary to maintain different reference intervals for both morning and evening

sampling. Reference interval for morning sampling was 14,3 – 46,2 nmol/l and refe-

rence interval for afternoon sampling was set at 4,0 – 22,2 nmol/l. Daily profiles of

salivary cortisol were determined in 6 females and 4 males in four different parts of

a day. The course of salivary cortisol levels corresponded in females not using HC,

females using HC and males with circadian rhythm, which is subject to cortisol. Sa-

livary cortisol concentration of all midnight samples was lower than 9 nmol/l which

is usually considered as a cut off for Cushing’s syndrome (CS) diagnosis. Measured

levels of salivary cortisol set according to two different sampling systems Salivette

made by Sarstedt clinically did not differ significantly. Salivary cortisol and serum

cortisol levels correlate well and it has been proved that salivary cortisol levels reflect

rerum cortisol levels.

Keywords

Immunoanalysis, Cushing’s syndrome diagnostics, circadian rhytm, salivary cortisol,

reference interval, salivette, serum cortisol.
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2.1.7 Zpětnovazebné p̊usobeńı glukokortikoid̊u . . . . . . . . . . . . 18

2.2 Sliny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.2.1 Sekrece slin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
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8



Přehled použitých zkratek

ACTH Adrenokortikotropńı hormon

cAMP Cyklický adenosinmonofosfát

CBG Globulin vázaj́ıćı kortikosteroidy, též označován jako transkortin

CS Cushing̊uv syndrom

CRH Kortikotropin uvolňuj́ıćı hormon, též označován jako kortikotropin

ER Endoplazmatické retikulum

HAK Hormonálńı antikoncepce

IS LC/ MS/ MS Tandemová hmotnostńı chromatografie s izotopovou dilućı

POMC Proopiomelanokortin
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1 Úvod

Stanoveńı slinného kortizolu, které bylo námětem této bakalářské práce, se pro-

vád́ı experimentálně již řadu let. Metody stanoveńı a t́ım i výsledky se mohou lǐsit

na základě použité imunoanalýzy. Stanoveńı kortizolu ve slinách využ́ıvaj́ı zejména

velké nemocnice ve světě. V České republice je k dispozici v laboratoř́ıch některých

velkých fakultńıch nemocnic. Je vhodnou součást́ı diagnostiky a monitorováńı endo-

krinologických poruch, zejména Cushingova syndromu (CS), ale jeho systematické

rozš́ı̌reńı u nás zat́ım neńı velké.

Prvořadým ćılem bylo vyzkoušet vhodnost běžně už́ıvané imunoanalytické me-

tody, určené ke stanoveńı kortizolu v séru, plazmě a moči, k měřeńı hladiny kortizolu

ve slinách. Druhým ćılem bylo vyšetřit ranńı a odpoledńı hladiny kortizolu u žen

a muž̊u a na základě toho stanovit referenčńı intervaly pro obě skupiny. Úkolem

bylo také stanovit denńı profil kortizolu u žen a muž̊u. Daľśım vytyčeným ćılem

bylo srovnat dva typy systémů Salivette od firmy Sarstedt, dostupných na českém

trhu. Posledńım zadaným ćılem bylo ověřit srovnatelnost hladin slinného a sérového

kortizolu.
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2 Teoretický úvod

2.1 Kortizol

Kortizol, zvaný též hydrokortizon, je jeden z hlavńıch steroidńıch hormon̊u,

který reprezentuje skupinu glukokortikoid̊u. Syntéza kortizolu je lokalizována v k̊uře

nadledvin. Stejně jako ostatńı hormony k̊ury nadledvin je i kortizol derivátem cho-

lesterolu. Základńı strukturou tvoř́ıćı kortizol je cyklopentanoperhydrofenantrenové

jádro (Obr. 2.1). Strukturně se řad́ı mezi C21 adrenokortikálńı steroidy. Kortizol

(Obr. 2.2) vzniká hydroxylaćı progesteronu.

Obrázek 2.1: Cyklopentanoperhydrofenantrenové jádro [1].

OH

C=O

CH2OH

OH

O

Obrázek 2.2: Kortizol [1].

Sekrece kortizolu je regulována adenohypofyzárńım adrenokortikotropńım hor-

monem (ACTH) a hypotalamickým kortikotropin uvolňuj́ıćım hormonem (CRH)

a podléhá cirkadiánńımu rytmu. V tomto př́ıpadě se jedná o přibližně denńı, 24 ho-

dinový rytmus sekrece ACTH, s nejnižš́ım vrcholem v pozdńıch večerńıch hodinách
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a s největš́ım vrcholem ráno [2]. Docháźı také ke stresové sekreci v d̊usledku nadměr-

ného vylučováńı ACTH. Denně se sekretuje 16 -20 mg kortizolu [3]. Může docházet

ke zpětnovazebnému p̊usobeńı glukokortikoid̊u, kdy je inhibována sekrece ACTH

p̊usobeńım právě nadměrného množstv́ı kortizolu.

V krevńı plazmě je kortizol přepravován specifickým transportńım proteinem

transkortinem. Pouze 8 % kortizolu představuje volnou, biologicky aktivńı formu

[3]. Efekt kortizolu tedy záviśı jak na jeho produkci a na receptoru, tak na množstv́ı

transportńı b́ılkoviny.

Glukokortikoidy ale i samotný kortizol hraje významnou roli v některých fyziolo-

gických pochodech [4]. Ovlivňuje tvorbu glukózy, metabolizmus tuk̊u, cévńı reakce,

centrálńı nervový systém, imunitńı systém a inhibuje zánětlivé reakce.

Ze všech základńıch steroidńıch hormon̊u, které k̊ura nadledvin vylučuje, je

pro přežit́ı za r̊uzných stresových situaćı nejd̊uležitěǰśı právě kortizol [5]. Důkazem je

např́ıklad fakt, že u většiny pacient̊u bez nadledvin, lze na jejich běžnou substituci

už́ıvat vhodnou dávku kortizolu.

Glukokortikoidy nabývaj́ı významu nejen při stresových situaćıch, ale také

při dlouhodobém hladověńı. Pokud je to nutné, může docházet k přesun̊um ener-

gie tak, že hlavńım zdrojem energie se stanou tuky a b́ılkoviny, a glukóza z̊ustane

ušetřena pro metabolizmus mozku. Právě d́ıky p̊usobeńı na metabolizmus glukózy

jsou nazývány glukokortikoidy [5].

2.1.1 Biosyntéza kortizolu

Metabolickým prekurzorem adrenokortikálńıch steroidńıch hormon̊u je choleste-

rol. Část cholesterolu je tvořena z acetátu, většina je však vychytávána z lipopro-

teinových částic v krvi, pro které se v k̊uře nadledvin vyskytuje mnoho receptor̊u

[6].

Transport intracelulárńıho cholesterolu z vněǰśı do vnitřńı mitochondriálńı mem-

brány je krok potřebný pro zahájeńı syntézy steroidńıch hormon̊u (Obr. 2.3). Přenos

je regulován nosičovým proteinem. V mitochondríıch se nejprve vytvář́ı progesteron,

který je výchoźı látkou pro vznik kortizolu. V d̊usledku tvorby steroidńıch hormon̊u

se cyklopentanoperhydrofenantrenové jádro cholesterolu na rozd́ıl od počtu uhĺık̊u

neměńı [1].

Z cholesterolu se za odštěpeńı šesti uhĺık̊u postranńıho řetězce a za oxidace

na uhĺıku 20 stává pregnenolon [7]. Tuto reakci katalyzuje cholesteroldezmoláza, en-

zym z rodiny cytochromů. Přesněji P450scc, enzym odštěpuj́ıćı postranńı řetězce [6],
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[1]. Pregnenolon je v endoplazmatickém retikulu (ER) dehydrogenován na progeste-

ron za současné katalýzy 3β-hydroxysteroiddehydrogenázou. Tento enzym vystupuje

i při přeměně 17α-hydroxypregnenolonu na 17α-hydroxyprogesteron. Tyto dva hor-

mony jsou tvořeny z progesteronu za současné katalýzy 17α-hydroxylázy nebo-li

P450c17. Př́ısně regulované hydroxylace progesteronu vedou ke vzniku kortizolu.

Působeńım 21β-hydroxylázy, P450c21 se do daných poloh progesteronu postupně

zavád́ı OH-skupiny. Nejprve docháźı k hydroxylaci progesteronu na 17α-hydroxy-

progesteron a následně k jeho hydroxylaci na 11-deoxykortisol. Ten putuje zpět

do mitochondríı, kde docháźı k jeho hydroxylaci na uhĺıku 11 a vzniká kortizol.

2.1.2 Kůra nadledvin

Nadledviny jsou párový orgán, který zasahuje syntézou a sekrećı řady hormon̊u

do základńıch životńıch proces̊u.

Nadledviny se skládaj́ı ze dvou část́ı. Z vněǰśı k̊ury a vnitřńı dřeně, které se lǐśı

embryologicky, anatomicky i funkčně. Kůra nadledvin je tvořena třemi zónami, které

tvoř́ı přibližně 90 % hmotnosti nadledvinek [6]. Každá zóna je př́ıznačná specifickou

sekrećı hormon̊u. Pod povrchem k̊ury se nacháźı zona glomerulosa, která je zdrojem

mineralokortikoid̊u. Zona fasciculata produkuje předevš́ım glukokortikoidy a zona

reticularis, nejvnitřněǰśı část k̊ury, pohlavńı hormony.

2.1.3 Sekrece kortikoid̊u a účinek ACTH

Produkce glukokortikoidu kortizolu je ř́ızena osou hypotalamus-hypofýza-k̊ura

nadledvin, která má pozitivńı odezvu jak na fyziologické, tak na psychické stresové

podněty [8].

Tato osa podléhá zpětnovazebné inhibici glukokortikoidu kortizolu [9].

Endokrinńı činnost k̊ury nadledvin reguluje z hypotalamu nejprve kortikoliberin,

který reguluje sekreci ACTH z předńıho laloku hypofýzy [6].

Hypotalamus uvolňuje CRH a arginin-vasopresin. Ty v d̊usledku reakce na stresové

podněty spoušt́ı syntézu pro-hormonu proopiomelanokortinu (POMC) v kortikot-

ropńıch buňkách předńı hypofýzy [8]. Z POMC je poté tvořen ACTH a uvolňován

do krevńıho oběhu.

Funkčńı struktura, proliferace buněk i dostatečné množstv́ı cholesterolu koordi-

nuje ACTH. V plazmatické membráně se vysokou afinitou váže na receptory buněk

k̊ury nadledvin [1]. T́ım se aktivuje systém adenylátcykláza/cyklický adenosinmo-
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Obrázek 2.3: Biosyntéza kortizolu [1].

nofosfát (cAMP). Zvýšená koncentrace cAMP aktivuje proteinkinázu A, která

fosforyluje cholesterolesterhydrolázu. Docháźı tak ke zvýšeńı přeměny ester̊u cho-

lesterolu na volný cholesterol, č́ımž je zvýšena tvorba pregnelonu a jeho derivát̊u,

t́ım pádem kortizolu (Obr. 2.4). Rychlé vyplaveńı ACTH je zp̊usobeno stresem.

Při chronické stimulaci ACTH k̊ura hypertrofuje. Množstv́ı kortizolu také koĺısá

v závislosti na diurnálńım rytmu, kterému ACTH podléhá.
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hladké ER

Obrázek 2.4: Účinek ACTH na buňky produkuj́ıćı kortizol [1].

2.1.4 Diurnálńı (cirkadiánńı) rytmus

Sekrece CRH, ACTH a t́ım tedy i kortizolu je ř́ızena nepravidelnými pulzy,

ke kterým docháźı v pr̊uběhu dne [4]. Během 24 hodin nastane zhruba 10 – 15

pulz̊u, po kterých se kortizolémie zvyšuje a mezi pulzy klesá. Maximálńı koncentrace

glukokortikoid̊u je pozorována v ranńıch hodinách, v době probuzeńı (4.00 – 10.00),

kdy jsou pulzy nejčastěǰśı. Zat́ımco nejnižš́ı sekrece je pozorována v noci v d̊usledku

menš́ıho počtu pulz̊u (Obr. 2.5).

Biologické hodiny cirkadiánńıho rytmu ACTH lež́ı v suprachiasmatických jádrech

hypotalamu [10]. Stejně tak jako suprachiasmatické jádro hypotalamu stimuluje ma-

ximálńı aktivitu hypotalamu, může jeho aktivitu inhibovat v pr̊uběhu spánku.

Změna cirkadiánńıho rytmu je d̊usledkem změny aktivity, věku, nedostatku spánku

a depreśı [6].

2.1.5 Transport kortikosteroid̊u

Hydrokortizon je v krevńım oběhu vázán na specifickou b́ılkovinu globulin L,

zvanou transkortin. Kromě globulinu vázaj́ıćıho kortikosteroidy (CBG) je také al-

bumin transportérem kortizolu v krvi [5]. Vázaný kortizol představuje přibližně 92 %

celkového kortizolu, zbytek představuje volný kortizol. Pouze volně cirkuluj́ıćı kor-

tizol je biologicky aktivńı [6]. Vztah mezi volným a aktivńım kortizolem je vidět

na Obr. 2.6. Kortizol vázaný na proteiny v plazmě přeb́ırá funkci krevńı zásobárny

hormonu. Vyvázáńım kortizolu z vazby na protein je zajǐstěna zásoba tkáńı volným
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Obrázek 2.5: Cirkadiánńı rytmus kortizolu [11].

kortizolem. Pokud je hladina celkového plazmatického kortizolu v normě, vysky-

tuje se v plazmě velmi malé množstv́ı volného kortizolu. Pokud celkový plazmatický

kortizol dosáhne vyšš́ı hladiny než je 20 µg/100 ml, tak se vazebná mı́sta transkor-

tinu saturuj́ı. Daľśı zvýšeńı celkového kortizolu v plazmě zp̊usob́ı, že se do určité

mı́ry zvýš́ı vazba na albumin. K hlavńımu vzestupu však docháźı ve frakci nevázané

na proteiny.

Tvorba CBG prob́ıhá v játrech [6]. Hladina CBG se zvyšuje p̊usobeńım estro-

gen̊u. Zvýšeńı je také pozorováno v těhotenstv́ı. Naopak při cirhóze jater nebo

při nefróze, amyloidóze je hladina transkortinu ńızká. I když je hladina CBG vy-

soká, nemuśı se zvýšená hladina kortizolu projevit př́ıznaky hyperkortizolizmu. Je

to zapř́ıčiněno t́ım, že množstv́ı volného kortizolu se neměńı, zvýšená je jen vázaná

část.

kůra
nadledvin

ACTH

adeno-
hypofýza

kortizol vázaný
na proteiny
v plazmě

(13 /100ml)µg

tkáňový
kortizol

volný kortizol
v plazmě

( ,5 g/100ml)~0 µ

Obrázek 2.6: Vztah volného a vázaného kortizolu [1].
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2.1.6 Metabolizmus a exkrece glukokortikoid̊u

Poločas cirkulace kortizolu je 70 – 120 minut [6]. Jeho metabolizmus a inaktivace

prob́ıhá v játrech. Vytvář́ı se zde redukované formy kortizolu (Obr. 2.7).

Hlavńım krokem je přeměna kortizolu na kortizon, který má na uhĺıku 11 vazbu

=O mı́sto vazby – OH [12]. Výsledný kortizon má aktivitu téměř shodnou s kortizo-

lem. Velkou roli zde hraj́ı dva odlǐsné izoenzymy 11β-hydroxysteroiddehydrogenázy.

Typ I je zodpovědný za vzájemnou přeměnu kortizolu na kortizon. Typ II tohoto izo-

enzymu katalyzuje přeměnu kortizolu na kortizon. V tomto př́ıpadě se jedná pouze

o jednosměrnou konverzi.

Obrázek 2.7: Metabolizmus kortizolu [1].
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Takto vytvořený kortizon je secernován játry do krve. Poté docháźı k rychlé re-

dukci a konjugaci na tetrahydrokortizonglukuronid. Tetrahydroglukuronidové kon-

jugáty kortizolu a kortizonu vstupuj́ı do krve, kde se váž́ı na vazebné proteiny, glu-

kuronovou kyselinu a poté jsou vylučovány moč́ı.

2.1.7 Zpětnovazebné p̊usobeńı glukokortikoid̊u

Pokud je hladina kortizolu vyšš́ı, p̊usob́ı inhibičně na sekreci ACTH a CRH [1].

Naopak nižš́ı hladiny kortizolu vedou ke zvýšené produkci ACTH. Sekrece ACTH je

však ovlivňována i shora. Přesně jde o nervové podněty, které se sb́ıhaj́ı z hypota-

lamu a zvyšuj́ı hladinu ACTH. Např́ıklad stres, trauma.

V praktické medićıně jsou kortikoidy už́ıvány k léčbě šoku a mnoha autoimunitńıch,

alergických i nádorových onemocněńı. Při maximálně tř́ıdenńım už́ıváńı kortikoid̊u je

možné jejich celkové vysazeńı. Pokud jsou podávány déle, je nutné vysazovat kortiko-

idy postupně. Při dlouhodobé léčbě nadledviny neprodukuj́ı glukokortikoidy, nebot’

jejich hladina v krvi byla zajǐstěna léčebně. Stejně tak hypofýza neprodukuje ACTH.

Až po několik týdnech nebo měśıćıch docháźı ke zvýšeńı hladiny ACTH, které vede

k produkci vlastńıch glukokortikoid̊u. Zpětná vazba poté opět vede ke sńıžeńı hladiny

ACTH.

2.2 Sliny

Významnou roli v této práci hraje fyziologie a produkt tř́ı pár̊u velkých slinných

žláz a žlázek ve sliznici dutiny ústńı – sliny. Saliva jsou bezbarvá, čirá nebo lehce

zakalená, poněkud vazká a pěńıćı tekutina. Vlastnosti slin jsou ovlivněny glyko-

proteiny a ionty, ze kterých se sliny také skládaj́ı. Dı́ky nim maj́ı mnoho rozma-

nitých funkćı, které by bez jejich př́ıtomnosti nemohly být vykonány [13]. Jsou

d̊uležité pro funkčnost dutiny ústńı, j́ıcnu a žaludku [2]. Dı́ky svému komplexńımu

složeńı a dobrým fyzikálńım vlastnostem usnadňuj́ı zpracováńı soust v ústech, po-

hyby při žvýkáńı, artikulaci. Také maj́ı antibakteriálńı účinky. Sliny maj́ı mnoho

významných úloh at’ už fyziologických nebo také praktických. Na základě jejich

vyšetřeńı lze sledovat zdravotńı stav pacienta a diagnostikovat nejr̊uzněǰśı onemoc-

něńı.

2.2.1 Sekrece slin

Tvorba slin je nepřetržitý proces a často je stimulován chut́ı nebo žvýkáńım

[13]. Sekrece může být bazálńı nebo vyvolaná [2]. Bazálńı sekrece nebo také stálá
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sekrece je výsledkem ńızké úrovně autonomńı stimulace vyšš́ımi centry [13]. Docháźı

k sekreci 0,5 ml slin za minutu. Ve spánku jsou vstupy z vyšš́ıch center redukovány

a t́ım docháźı i ke sńıžeńı tvorby slin přibližně na 0,1 ml slin za minutu. To je také

d̊uvodem, proč jsou v této době zuby náchylné k napadeńı mikroorganismy, stále se

vyskytuj́ıćımi v ústech.

Vyvolanou sekrećı docháźı k produkci 4 – 7 ml slin za minutu [2]. Celkové

množstv́ı vytvořených slin je dáno podnětem, který salivaci vyvolá a také t́ım, jak je

organismus hydratovaný. Pouhý smyslový vjem dobrého j́ıdla, at’ už čichový, zrakový

nebo chut’ový, dokonce i představa dobrého j́ıdla vede k salivaci. Množstv́ı sekreto-

vaných slin záviśı také na suchosti potravy. Vyměšuje se jich t́ım v́ıce, č́ım je potrava

sušš́ı. Nepř́ıjemné silné sliněńı zaž́ıváme při žaludečńı nevolnosti předcházej́ıćı zvra-

ceńı. V opačném př́ıpadě docháźı ke xerostomii. Např́ıklad ve stresových situaćıch

vyšš́ı nervová centra omezuj́ı sekreci slinných žláz, což zp̊usobuje sucho v ústech [13].

Při vysycháńı sliznice úst a hltanu spojené s pocitem ž́ızně, tedy při dehydrataci,

také klesá tvorba a produkce slin.

2.2.2 Složeńı slin

Za 24 hodin vyměšuje dospělý člověk asi 1,5 – 2 l slin. Sliny jsou pH neutrálńı

až slabě alkalické, ale to jen v pr̊uběhu sekrece. Jsou hypotonické. Oproti plazmě

vykazuj́ı nižš́ı osmotický tlak.

Kromě vody, která je zastoupena z 99 %, se na tvorbě slin pod́ıĺı také ionty (HCO–

3,

I–, K+, Cl–, Ca2+, fosfáty) a organické látky.

Ze slinných žláz jsou uvolňovány zymogeny. Tato sekrečńı granula jsou zdrojem

slinných enzymů [1]. Z acinárńıch buněk slinných žláz putuj́ı sekrečńı granula s en-

zymy až do vývod̊u.

Zymogeny produkuj́ı dva hlavńı trávićı enzymy. Jedńım z nich je α-amyláza. Jde

o jeden z nejhojněji se vyskytuj́ıćıch protein̊u slin. Je zodpovědná za tráveńı cukr̊u,

které je zahájeno v dutině ústńı. Přeměňuje mnoho nerozpustných polysacharid̊u,

štěṕı např́ıklad α-1-4-glykosidové vazby škrobu v menš́ı rozpustné jednotky. Jed-

nou z výhod této funkce α-amylázy je, že nedocháźı k tvorbě substrátu slouž́ıćıho

pro r̊ust mikroorganismů [13]. Slinná amyláza též zvaná ptyalin má nejsilněǰśı účinek

až v žaludku, kde je schopna ze sousta rozštěpit až polovinu škrob̊u [14]. Poté se

na štěpeńı škrobu pod́ıĺı pankreatická amyláza p̊usob́ıćı převážně v tenkém střevě.

Daľśı organickou komponentou produkovanou zymogeny je jazyková lipáza. Až 30 %

triacylglycerol̊u přijatých z potravy, je rozštěpeno na mastné kyseliny
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a 1,2-diacylglyceroly touto lipázou [2]. Glykoprotein zvaný mucin dodává potravě

kluzký charakter a chráńı ústńı sliznici. Významnou funkci maj́ı IgA, které jsou

hlavńımi protilátkami ve slinách. Daľśımi organickými látkami s ochranným účinkem

jsou lyzozym, laktoferin a proteiny obsahuj́ıćı prolin.

2.2.3 Tvorba slin

Primárńı slina se tvoř́ı v acinárńıch buňkách slinných žláz, vývody je upravována

a vylučována do dutiny ústńı jako slina sekundárńı (Obr. 2.8).

Obecně je slina, která je vylučovaná acinárńımi buňkami, izotonická [1]. Obsahuje

Na+, K+, Cl– a HCO–

3 ionty, jejichž koncentrace přibližně odpov́ıdá jejich koncentraci

v plazmě. Vmezeřené buňky úst́ıćı do acin̊u složeńı slin měńı. Docháźı k extrakci Na+

a Cl– a k př́ıdavku K+ a HCO–

3 iont̊u. Nebot’ jsou tight junction téměř nepropustné

pro vodu, stávaj́ı se sekundárńı sliny hypotonické [14]. Za běžných podmı́nek jsou

sliny v dutině ústńı hypotonické a alkalické, bohaté na K+ a relativně chudé na Na+

a Cl– [1]. V př́ıpadě zvýšené rychlosti toku slin nedocháźı ve vývodech ke změně

jejich složeńı. Např́ıklad u Addisonovy choroby je poměr Na+/K+ iont̊u zvýšen.
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Obrázek 2.8: Tvorba slin [2].

2.2.4 Nervové ř́ızeńı sekrece slin

Sekrece slin je ř́ızena nervovým systémem [2]. K salivaci docháźı na základě

podmı́něných a nepodmı́něných reflex̊u. Jej́ı centrum se nacháźı v prodloužené mı́̌se.

Stimulačńı účinek na slinné žlázy vykazuje jak parasympatikus, tak sympatikus.

V d̊usledku p̊usobeńı parasympatiku docháźı k profúzńı sekreci slin, které jsou vod-

naté a maj́ı relativně ńızký obsah organických látek [1]. Zároveň docháźı k va-

zodilataci ve žlázách, jež je závislá na mı́stńım uvolňováńı vazoaktivńıho intes-
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tinálńıho peptidu. Poškozeńı parasympatiku může vést k atrofii slinných žláz. Sti-

mulace sympatiku vyvolává vazokonstrikci slinných žláz a sekreci menš́ıho množstv́ı

slin, které jsou bohaté na organické složky. Při porušeńı sympatického nervu ne-

docháźı k žádným významným změnám jako při poškozeńı parasympatiku.

Reflexńı sekreci slin vyvolává potrava v ústech. Podmı́něné reflexy salivace lze

snadno vyvolat smyslovými vjemy, jak již bylo uvedeno výše.

2.3 Nemoci spojené s produkćı kortizolu

Glukokortikoidy jsou jedny z hlavńıch steroidńıch hormon̊u, nezbytných pro ži-

vot. Nadbytek nebo naopak nedostatek těchto hormon̊u zp̊usobuje závažné poruchy

zdrav́ı. Mezi ně patř́ı Cushing̊uv syndrom a Addisonova choroba.

2.3.1 Cushing̊uv syndrom

Patř́ı k onemocněńım zp̊usobených dlouhodobou a nadměrnou sekrećı kortizolu

[15]. Jedná se o poměrně vzácné onemocněńı [16]. Ukazatelem může být těžko kori-

govatelná arteriálńı hypertenze a známky metabolického syndromu, zejména pokud

jsou nav́ıc př́ıtomny některé typické znaky, jako je vzestup hmotnosti s centrálńım

ukládáńım tuku. Ten se může také ukládat v oblasti obličeje, t́ım vzniká dojem

buclatého měśıcovitého obličeje. Oproti tomu miźı podkožńı tuk na končetinách

a docháźı k atrofii sval̊u končetin. Četné jsou také kožńı změny. Kůže může být

ztenčená, náchylná k vytvářeńı hematomů, př́ıznačné jsou také strie purpurové

barvy. Objevuj́ı se na stehnech, břǐse a na prsou. Častým př́ıznakem je také ple-

tora obličeje, akné, zhoršené hojeńı ran. Ženy mı́vaj́ı poruchy menstruačńıho cyklu,

amenoreu, anovulaci až infertilitu, dále pak alopecii a známky hirzutizmu vlivem

androgen̊u. Málo častým, ale vyskytuj́ıćım se, př́ıznakem CS jsou psychické změny,

jako jsou emočńı labilita, výpadky paměti a depresivńı stavy.

Pokud se jedná o těžké formy CS s rychlým pr̊uběhem při velmi vysokých kon-

centraćıch kortizolu, mohou být př́ıznaky značně odlǐsné. Pacienti ubývaj́ı na váze,

vznikaj́ı u nich patologické fraktury z ř́ıdnut́ı kost́ı a obratl̊u.

Původ CS může být exogenńı č́ı endogenńı. Exogenńı nebo také iatrogenńı CS

je zp̊usobený podáváńım suprafyziologických dávek glukokortikoid̊u [4]. Iatrogenńı

CS se vyskytuje častěji než CS endogenńıho p̊uvodu.

Endogenńı CS se vyskytuje jen zř́ıdka [15],[16]. Můžeme jej rozdělit na ACTH-

dependentńı a ACTH-independetńı.

V př́ıpadě ACTH dependentńı formy je produkce kortizoulu stimulována nadpro-
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dukćı ACTH v předńım laloku podvěsku mozkového. CS může být nazýván Cushin-

gova choroba. V takovém př́ıpadě je nadprodukce ACTH zp̊usobena tumorem hy-

pofýzy. Ve většině př́ıpad̊u se jedná o hypofyzárńı adenom. Hyperplázie kortikot-

ropńıch buněk či karcinomy hypofýzy jsou ojedinělé. Dále může docházet k ektopické

produkci ACTH, kdy je nadprodukce zp̊usobena jiným vysoce maligńım nádorem,

např́ıklad malobuněčným karcinomem plic. Z nejmenš́ı části je endogenńı hyperkor-

tizolismus zp̊usobený primárńımi karcinoidy k̊ury nadledvin.

Mezi ACTH – independentńı formy řad́ıme tumory k̊ury nadledvin. Autonomńı

nadprodukce kortizolu je zp̊usobena unilaterálńımi tumory nadledvin, nejčastěji ade-

nomy. Dále je nadměrná produkce kortizolu zp̊usobena ektopickými receptory v k̊uře

nadledvin. Ty jsou stimulovány hormony gastrointestinálńıho traktu. Jde o nadpro-

dukci kortizolu v závislosti na j́ıdle.

ACTH – independentńı hyperkortizolismus může být také navozený graviditou. Tato

forma vzniku nadprodukce je však velmi vzácná a odezńıvá bezprostředně po po-

rodu.

2.3.2 Addisonova nemoc

Jedná se o vzácnou endokrinńı poruchu, která je charakterizována jako nedo-

statečnost k̊ury nadledvin se sńıženou produkćı jej́ıch hormon̊u. Postihuje přibližně

1 ze 100 000 lid́ı a může se vyskytovat u všech věkových kategoríı, u muž̊u a žen stejně

[17]. Pr̊uběh Addisonovy choroby je ve většině př́ıpad̊u chronický a jej́ı neléčeńı může

vést k adrenokortikálńı krizi nebo-li Addisonské krizi. Př́ıznaky hypokortikolizmu se

zač́ınaj́ı projevovat až tehdy, když je zničeno přibližně 90 % tkáně k̊ury nadledvin.

Addisonova choroba může být podle př́ıčin vzniku rozdělena na dvě skupiny,

primárńı a sekundárńı Addisonovu chorobu. Primárńı adrenálńı insuficience je často

zp̊usobena autoimunitńım onemocněńım či odstraněńım nadledvin kv̊uli př́ıtomnosti

nádoru, porušeńım nadledvin traumatem a krváceńım nebo vysazeńım trvale už́ı-

vaných glukokortikoid̊u jako léčiv [18], [15]. Primárńı druh choroby má sṕı̌se chro-

nický pr̊uběh. Hlavńımi př́ıznaky tohoto typu onemocněńı je sńıžeńı krevńıho tlaku

a dehydratace, hyperkalémie ohrožuj́ıćı stav srdce, sńıžená hladina sod́ıku a cukru,

která se projevuje předevš́ım u dět́ı. Onemocněńı je také spojeno s hyperpigmen-

taćı a změnou barvy pokožky, ke které docháźı při zvýšené hladině ACTH, který

neńı vychytáván z d̊uvodu poškozeńı k̊ury nadledvin. Pigment je zvýšený v mı́stech,

která jsou v́ıce vystavována slunečńımu zářeńı, jako je obličej, ale také v mı́stech

jako jsou genitálie, řitńı otvor nebo oblast prsńıch dvorc̊u. Také se vyskytuj́ı výrazně

22



zabarvené pigmentové skvrny na sliznici úst.

Sekundárńı nedostatečnost nadledvin je zp̊usobena porušeńım hypofýzy. Docháźı

ke sńıžeńı produkce a vylučováńı ACTH, který nedostatečně stimuluje vylučováńı

glukokortikoid̊u a v̊ubec funkci nadledvin. Tato forma Addiosnovy nemoci neńı do-

provázena hypotenźı ani zvýšenou pigmentaćı, jako je tomu u primárńı insuficience.

Symptomy se vyv́ıjej́ı a projevuj́ı velmi pomalu. Často jsou proto přehĺıženy

nebo podceňovány a zaměňovány s mnoha méně závažnými onemocněńımi [19].

Zvyšuje se chronická únava, docháźı ke ztrátě chuti k j́ıdlu, bolestem hlavy, sńıžeńı

krevńıho tlaku, zvýšené horečce a snižuje se srdečńı rytmus. Nemocńı si často stěžuj́ı

na gastrointestinálńı problémy spojené s nechutenstv́ım.

Častým zp̊usobem prvńı manifestace nedostatečnosti k̊ury nadledvin je addi-

sonská adrenokortikálńı krize [5], [15]. Jedná se o akutńı hypofunkci k̊ury nadled-

vin. Docháźı k ńı při sńıžené hladině všech tř́ı skupin kortikoid̊u, tedy glukokorti-

koid̊u, mineralokortikoid̊u a androgen̊u. Zároveň se zpětnou vazbou zvyšuje koncen-

trace ACTH. Hlavńım d̊uvodem vzniku akutńı adrenokortikálńı krize je nepoměr

mezi potřebou a zásobeńım glukokortikoidy a rychlý nitkovitý tep [17]. Jedná se

o život ohrožuj́ıćı krizi, mezi jej́ıž hlavńı klinické symptomy patř́ı bolesti břicha

a dolńı části zad, sńıžený tlak, zvraceńı a pr̊ujem se známkami dehydratace.

2.4 Laboratorńı diagnostika

V diagnostice se použ́ıvaj́ı laboratorńı metody určené ke zjǐstěńı hladiny korti-

zolu z r̊uzných biologických materiál̊u. Kortizol lze stanovit v séru, heparinizované

plazmě, moči a ve slinách. Kortizol se v krvi vyskytuje ve formě biologicky neaktivńı,

tedy vázané z 92 % na transkortin. Pouze 8 % kortizolu je v krvi př́ıtomno volně

ve formě biologicky aktivńı [3]. V d̊usledku cirkadiánńıho rytmu, kterému kortizol

podléhá, je maximálńı koncentrace celkového kortizolu v krvi dosaženo kolem osmé

hodiny ranńı [4]. Večerńı koncentrace je polovičńı oproti ranńı. Naopak minimálńı

koncentrace je dosaženo kolem p̊ulnoci. Je tedy nutné znát dobu, kdy byl biologický

materiál, ve kterém chceme kortizol stanovovat, odebrán.

Stanoveńı celkového kortizolu se v diferenciálńı diagnostice využ́ıvá ke zjǐstěńı

hyperkortizolizmu a hypokortizolizmu, poruch funkce k̊ury nadledvin či funkčnosti

osy hypotalamus – hypofýza – k̊ura nadledvin.

Volný kortizol se stanovuje v př́ıpadě podezřeńı na CS [20], [21], [22]. Tedy

u pacient̊u obézńıch, těhotných žen, žen léčených estrogeny či už́ıvaj́ıćıch HAK.

U lid́ı, kteř́ı trṕı hypotyreózou či mentálńı anorexíı.
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2.4.1 Stanoveńı kortizolu v moči a plazmě či séru

Stanoveńı kortizolu v moči se provád́ı z 24 hodinového sběru moči [15]. V ta-

kovémto vzorku je odbourán vliv cirkadiánńıho rytmu kortizolu. Ten se v moči vy-

skytuje jednak ve volné — biologicky aktivńı formě, jednak ve formě metabolit̊u

a konjugát̊u. Volný kortizol je tedy nutné vytřepat do dichlormethanu a následně

odpařit. Odparek je následně rozpuštěn v pufru. Tato forma stanoveńı je vždy spo-

jena s předúpravou vzorku, ve kterém lze pak chromatograficky či imunochemicky,

protilátkami stanovit volný kortizol.

Daľśı metodou je stanoveńı kortizolu v séru či plazmě. Stanoveńı kortizolu se

i přes časovou a finančńı náročnost provád́ı z 99 % v těchto biologických materiálech.

2.4.2 Stanoveńı kortizolu ve slinách

Kortizol se ve slinách vyskytuje pouze v biologicky aktivńı, tedy volné, formě.

Pro hladinu volného kortizolu ve slinách je typická korelace s hladinou volného

kortizolu v krvi a dále nezávislost na velikosti slinotoku [23]. Koncentraci volného

kortizolu ve slinách neovlivňuj́ı změny koncentrace transkortinu v krvi. S ohledem

na to, že se kortizol ve slinách vyskytuje pouze volný, odpadá tak fáze předúpravy

vzorku.

Zvýšená koncentrace slinného kortizolu stanovená v pozdńıch nočńıch hodinách jed-

noznačně diagnostikuje CS. Naopak koncentrace naměřené v ranńıch hodinách jsou

v normě a během dne se již výrazně neměńı. Stanoveńı kortizolu ze vzork̊u slin ode-

braných o p̊ulnoci jsou velmi citlivým ukazatelem pro diagnostiku CS [20]. Mnoho

studíı ukázalo, že citlivost měřeńı hladiny nočńıho kortizolu ve slinách je větš́ı než

90 % v porovnáńı s ostatńımi screeningovými testy slouž́ıćımi k diagnostice CS,

jako je stanoveńı kortizolu z moči sebrané za 24 hodin nebo dexamethasonový

supresńı test. Stanoveńı kortizolu ve slinách se také zač́ıná v́ıce použ́ıvat k diagnos-

tice adrenálńı insuficience v souvislosti s ńızkou hladinou slinného kortizolu a také

při monitoraci léčby glukokortikoidy.

2.4.3 Techniky sběru vzork̊u

Jednou z možných, dnes již však méně použ́ıvaných alternativ sběru slin, je

pliváńı a slintáńı př́ımo do plastového sběrného keĺımku [20],[21]. Aktivńım pliváńım

je možné źıskat až 1 ml vzorku za minutu. Tento př́ımý sběr má však několik

nevýhod. Jednou z nich je např́ıklad společenská bariéra. Samotné zpracováńı ta-

kových vzork̊u je pak také poměrně nepř́ıjemným úkolem. Z praktického hlediska je
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pak sběr slin v tomto př́ıpadě komplikován náhlou suchost́ı v ústech. K odstraněńı

tohoto problému se na jazyk aplikovala kyselina citrónová, která zvýšila slinotok

na 5 – 10 ml za minutu. Už́ıváńı kyseliny citrónové však může ovlivnit imunoanaly-

tické stanoveńı sńıžeńım pH vzorku.

V současné době se v́ıce využ́ıvaj́ı komerčně dodávané sběrné sety [21]. Ty byly

vyvinuty tak, aby usnadnily sběr slin a jejich následnou analýzu, ke které postač́ı

malé množstv́ı vzorku. Zároveň zamezuj́ı sńıžeńı koncentrace analytu při sběru a jeho

náhodné modifikaci.

Nejběžněǰśım a nejvyuž́ıvaněǰśım zp̊usobem źıskáváńı slin je systém salivet (Obr.

3.3). Jedná se o speciálńı nádobky s tamponem. Dř́ıve dostupné tampony z po-

lyethylenu či polyesteru byly v roce 2003 nahrazeny bavlnou. Použit́ı je efektivńı

a snadné. Tampon, který je součást́ı zkumavky se vyjme a vlož́ı do úst. Po dobu

minimálně jedné minuty se žvýká tak, aby nasákl slinami. Alternativou je vložit

tampon pod jazyk a ponechat jej v ústech deľśı dobu než při žvýkáńı. Tampon se

poté vlož́ı zpět do zkumavky, která se uzavře. Saliveta s takto odebraným vzorkem

je připravena k okamžité centrifugaci či ke zmrazeńı. Stabilita vzorku je pět dńı

v rozmeźı dvou až osmi stupň̊u Celsia nebo tři měśıce při mı́nus dvaceti stupńıch

Celsia. I z tohoto d̊uvodu je nutné uvádět čas odběru vzorku. Při centrifugaci se

źıská pouze čirá kapalina, muciny, které zp̊usobuj́ı vazkost slin, z̊ustávaj́ı zachycené

v tampónu.

Odběr je nutné provádět vždy před vyčǐstěńım zub̊u [20]. Minimálně 30 minut

před odběrem je zakázáno j́ıst a ṕıt s výjimkou vody. Zakázáno je také kouřeńı,

nebot’ kuřáci maj́ı vyšš́ı hladinu kortizolu ve slinách než nekuřáci.

2.4.4 Imunoanalytické metody

Pro stanoveńı kortizolu v biologických materiálech je typické využit́ı imunoche-

mických metod. Jsou založeny na vysoce specifické vazbě mezi antigenem a pro-

tilátkou. Využ́ıvaj́ı se k měřeńı ńızkých hladin hormon̊u, vitamin̊u, nádorových mar-

ker̊u, lék̊u nebo drog. Ke stanoveńı stač́ı malá množstv́ı biologických vzork̊u at’ už

krve, plazmy, moči nebo slin [25].

Imunochemie nab́ıźı jednoduché, rychlé a velice citlivé, ve většině př́ıpad̊u snadno

automatizovatelné metody použitelné pro běžné analýzy. Imunochemické metody

obvykle nevyžaduj́ı náročné předúpravy vzork̊u nebo drahé př́ıstrojové vybaveńı

[25].
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Obrázek 2.9: Saliveta [24].

Imunoanalytické metody mohou být rozděleny na kompetitivńı a nekompeti-

tivńı [26]. Kompetitivńı metody jsou založeny na soutěžeńı antigenu ze vzorku se

značeným antigenem ze soupravy o vazebná mı́sta na protilátkách, kterých je ome-

zené množstv́ı. Nekompetitivńı, zvané též sendvičové jsou založeny na vychytáváńı

antigenu ze vzorku mezi dvě protilátky v reakčńı směsi. Původńı množstv́ı antigenu

je př́ımo úměrné detekovanému signálu.

Jako prvńı se začala použ́ıvat imunometoda s radioaktivně značenými sloučeni-

nami, RIA (Radio ImmunoAssay) [25]. Nejběžněji použ́ıvanou značkou je 125I méně

pak 57Co a 3H. RIA je běžně využ́ıvána jak v kompetitivńım uspořádáńı, tak v ne-

kompetitivńım. K separaci komplexu antigen – protilátka se použ́ıvá srážeńı poly-

ethylenglykolem a odsáváńı přebytečné kapaliny, ve které z̊ustávaj́ı nezreagované

značené protilátky (IRMA (ImmunoRadioMetric Assay) – nekompetitivńı systém)

nebo antigeny (RIA – kompetitivńı systém).

Daľśı využ́ıvanou metodou je EIA (Enzyme ImmunoAssay) [25]. Molekuly en-

zymu konjuguj́ı s protilátkami, které se váž́ı na primárńı komplex antigen-protilátka.

Po přidáńı vhodného substrátu do reakce enzym katalyzuje produkci barevného

konečného produktu, který může být kvantifikován. Jako enzymová značka slouž́ı

obvykle peroxidáza nebo alkalická fosfatáza. Většina komerčně dostupných EIA

systémů vyžaduje separaci specifických antigen̊u z nespecifických komplex̊u. Př́ıkla-

dem takového systému je ELISA (Enzyme – Linked ImmunoSorbent Assay), která

je dostupná v kompetitivńım uspořádáńı i nekompetitivńım.

Daľśı metodou je fluoroimunoanalýza. Sem patř́ı metody, které ke značeńı po-
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už́ıvaj́ı nějakou fluorescenčńı látku, např́ıklad fluorescein. Použ́ıvaj́ı se zde také oba

principy, tedy jak kompetitivńı, tak nekompetitivńı- sendvičový zp̊usob.

Široce použ́ıvaná je také chemiluminiscenčńı metoda. Chemiluminiscence je zalo-

žena na emisi světla, která nastane v okamžiku, kdy substrát přecháźı z excitovaného

do základńıho energetického stavu [25].

Energie je uvolňována při chemických reakćıch, nejčastěji oxidaćıch. Vzhledem

k ńızkým pozad́ım biologických vzork̊u je chemiluminiscence vedle radioimunoanalýzy

nejv́ıce citlivá imunometoda. Jako značka se zde použ́ıvá chemiluminofor, který nein-

terferuje v biologickém materiálu a je stabilńı. Nejběžněji použ́ıvaným luminoforem

je akridinový ester. Chemická reakce produkuj́ıćı světlo je vyvolána přidáńım pero-

xidu vod́ıku v prostřed́ı hydroxidu sodného.

Použ́ıvané značeńı a metody separace komplexu antigen protilátka jsou obvykle

součást́ı patentovaného postupu, který použ́ıvaj́ı výrobci imunoanalytických sys-

témů.
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3 Experimentálńı část

3.1 Metodika

3.1.1 Princip metody

Slinný kortizol se stanovuje za použit́ı kompetitivńı imunoanalýzy s př́ımou che-

miluminometrickou technologíı na analyzátoru ADVIA: Centaur firmy Siemens. Kor-

tizol ze vzorku soutěž́ı s kortizolem značeným akridinovým esterem o vazbu na poly-

klonálńı králič́ı protilátku proti kortizolu. Tato protilátka je vázána na monoklonálńı

myš́ı anti-králič́ı protilátku, která je kovalentně vázaná na paramagnetické částice.

Separace komplexu antigen – protilátka se provád́ı magneticky. Detekuje se chemi-

luminiscenčńı signál vznikaj́ıćı rozpadem akridinového esteru p̊usobeńım peroxidu

vod́ıku po přidáńı alkalického roztoku. Mezi koncentraćı kortizolu ve vzorku a rela-

tivńımi světelnými jednotkami naměřenými analyzátorem existuje nepř́ımá úměra.

3.1.2 Reagencie

Regeneračńı souprava Centaur Cortisol. Vlastńı reagencie jsou v kazetách se

dvěma typy roztok̊u:

a) Solid Phase – králič́ı anti-kortizol protilátka vázaná na monoklonálńı myš́ı

anti-králič́ı IgG protilátku, která je kovalentně vázaná na paramagnetické částice

v pufru s azidem sodným a stabilizátory

b) Lite Reagent – kortizol značený akridinovým esterem v pufru se salicylátem

sodným, azidem sodným a stabilizátory

c) Multi Diluent 3 – lidská plazma s azidem sodným – určeno k ředěńı vzork̊u

s vysokou koncentraćı

Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C.

Stabilita do exspirace nebo 28 dńı po prvńım použit́ı ve stroji.
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Kalibrátor E

Určený ke kalibraci kortizolu. Lahvičky lyofilizovaných kalibrátor̊u (2x2), které

se rozpoušt́ı v 5 ml redestilované vody. Použ́ıvá se pro rekalibraci každé nové šarže

reagencíı.

a) Low kalibrátor – nižš́ı hladina

b) High kalibrátor – vyšš́ı hladina

Do použit́ı se skladuje při 2 – 8 ◦C. Stabilita do exspirace nebo 28 dńı po rekonstrukci.

V analyzátoru je stabilita 4 hodiny.

ADVIA: Centaur Acid/base

Pomocné roztoky pro chemiluminiscenčńı detekci.

a) Acid obsahuje peroxid vod́ıku a malé množstv́ı kyseliny dusičné

b) Base obsahuje roztok hydroxidu sodného s detergentem

Stabilita do exspirace.

3.1.3 Př́ıstroj

Pro stanoveńı kortizolu ve slinách byl využit analyzátor ADVIA: Centaur od fir-

my Siemens, DE (Obr. 3.1). Tento analyzátor je založen na imunochemické chemilu-

miniscenci a je samostatnou jednotkou, která zahrnuje dávkováńı vzork̊u i reagencíı,

inkubaci, detekci a automatické vyhodnoceńı výsledk̊u. Analyzátor je určen k ne-

ustálému provozu. Reagencie uložené uvnitř maj́ı vlastńı chlazený prostor.

Obrázek 3.1: Analyzátor ADVIA: Centaur [27].
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3.2 Materiál

3.2.1 Analyzované látky

Analyzovaným vzorkem byl biologický materiál – sliny. Sliny byly źıskávány

př́ımým neinvazivńım odběrem od dobrovolných dárc̊u. Pro jedno stanoveńı bylo

zapotřeb́ı 20 µl vzorku, ale mrtvý objem, který je potřeba pro správné pipetováńı

analyzátoru je alespoň 150 µl vzorku. Na odběru se pod́ılelo 141 dobrovolńık̊u

ve věkovém rozmeźı 7 – 76 let. Ženy byly zastoupeny počtem sedmdesát sedm vzork̊u,

muž̊u se zúčastnilo šedesát čtyři.

Daľśım odebraným biologickým materiálem byla krev. Tento vzorek poskytlo

pouze dvanáct účastńık̊u experimentu. Každému zúčastněnému bylo odebráno 10 ml

krve, která byla po vytvořeńı sraženiny centrifugována dle běžných laboratorńıch

postup̊u, sérum bylo separováno a byl v něm stanoven kortizol.

3.2.2 Postup odběru vzorku

Pro odběr slin bylo nutné dodržet několik podmı́nek: nej́ıst a neṕıt, nekouřit

a nečistit si zuby minimálně 30 minut před odběrem. Tyto podmı́nky byly nezbytné

pro samotný odběr, nebot’ jejich nedodržeńı by vedlo k znehodnoceńı vzorku.

Odběr se prováděl standardizovanou metodou slouž́ıćı k diagnostice a k monito-

rováńı hladiny kortizolu, při které bylo využito systému Salivette od firmy Sarstedt.

Tato metoda je vhodná d́ıky své neinvazivnosti a mohou při ńı být analyzována

i malá množstv́ı slin s ńızkými hladinami kortizolu. Při výzkumu byly použity dva

typy salivet (Obr. 3.2). Saliveta s b́ılou i modrou zátkou je tvořena stejnými částmi

(Obr. 3.3). Lǐśı se druhem buničiny, která pohlcuje sliny. B́ılé salivety jsou tvořeny

buničinou, která obsahuje malé množstv́ı kyseliny citrónové a modré salivety, určené

př́ımo k odběru slin pro stanoveńı kortizolu, obsahuj́ı syntetickou buničinu.
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Obrázek 3.2: Salivety.

Vzorky slin byly odeb́ırány následovně:

1. Vyjmut́ı buničiny ze zkumavky.

2. Vložeńı buničiny do úst.

3. Převalováńı buničiny v ústech po dobu minimálně jedné minuty.

4. Vložeńı buničiny zpět do zkumavky.

5. Uzavřeńı zkumavky.

Ihned po odběru byly vzorky uchovávány v chladu a do 48 hodin dopraveny do labo-

ratoře. Zde se provedla centrifugace, 10 minut při 6000 otáčkách a odstředěné sliny

se následně zanalyzovaly.

Odběr vzork̊u prob́ıhal po dobu několika dńı. Odběry prob́ıhaly ve dvou časových

rozmeźıch. Ráno mezi sedmou a osmou hodinou, odpoledne mezi čtvrtou a pátou

hodinou. Za účelem stanoveńı denńıho profilu kortizolu dobrovolńıci poskytli vzorky

slin v několika časových intervalech a to: ráno, individuálně – bezprostředně po pro-

buzeńı, v poledne, odpoledne mezi čtvrtou a pátou hodinou a o p̊ulnoci.

Každému zúčastněnému byl rozdán dotazńık s kĺıčovými údaji, který byl nepo-

stradatelný pro vyhodnocováńı výsledk̊u.

Vzorky krve byly odeb́ırány odborným zdravotnickým personálem (diplomovaná

sestra Zdena Kynclová). Paralelně s odběrem krve prob́ıhal i odběr slin. Krev byla

odeb́ırána do zkumavek se separačńım gelem. Po odběru bylo ihned zajǐstěno chla-

zeńı vzork̊u a do 48 hodin byly dopraveny do laboratoře k následné analýze.
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Obrázek 3.3: Jednotlivé části salivety: a) zátka, b) buničina, c) vložka, d) vzorková
zkumavka [28].

3.3 Statistické postupy

K vytovřeńı graf̊u a statistických údaj̊u byly použity programy Microsoft Excel

2010 a StatSoft, Inc. STATISTICA, version 10.
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4 Výsledky

4.1 Srovnáńı dvou typ̊u salivet

Jedńım ze stanovených ćıl̊u bylo porovnat dva systémy salivet. Třicet šest dob-

rovolńık̊u poskytlo vzorek slin současně do modré i b́ılé salivety. Tabulka 4.1 uvád́ı

parametry sledovaného souboru, ze kterých je vidět, že oba systémy se od sebe lǐśı

nepatrně.

Tabulka 4.1: Parametry srovnávaných soubor̊u

počet vzork̊u
[nmol/l]

pr̊uměr medián minimum maximum

b́ılá saliveta 36 17,32 12,25 1,50 45,29

modrá saliveta 36 17,29 12,39 1,50 56,59

Závislost koncentrace slinného kortizolu na typu salivety je v grafu (Obr. 4.1)

vyjádřena rovnićı regresńı př́ımky f(x) = −1, 0772+1, 0603x. Z rovnice je patrné, že

rozd́ıl v hladinách slinného kortizolu naměřený z obou typ̊u salivet neńı významný.
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Závislost koncentrací slinného kortizolu na typu salivet
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Obrázek 4.1: Graf závislosti koncentraćı slinného kortizolu na typu salivet.

4.2 Stanoveńı meze stanovitelnosti

V rámci této práce byla ověřena nejnižš́ı mez stanovitelnosti kortizolu ve slinách

použ́ıvanou metodou (tab. 4.2). Mez stanovitelnosti pro slinný kortizol byla posu-

nuta na 3 nmol/l z p̊uvodńıch 5,5 nmol/l, které byly stanoveny výrobcem. Všechny

hodnoty nižš́ı než 3 nmol/l jsou označovány < 3,0 nmol/l.
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Tabulka 4.2: Rozpis ředěńı pro stanoveńı meze stanovitelnosti pomoćı recovery a
reprodukovatelnosti vybraných vzork̊u

Ředěńı Kortizol
Naměřená
hodnota
[nmol/l]

Očekávaná
hodnota
[nmol/l]

Recovery
[%]

Reprodukovatelnost
CV [%]

1:0 9,80 9,80 100,0

1:0 9,80 9,80 100,0

2:1 6,90 6,50 106,2

1:1 5,30 4,90 108,2

1:2 3,50 3,27 107,0 84,2

1:3 1,80 2,45 73,5 68,3

1:4 2,40 1,96 122,4

1:5 0,28 1,60 17,5

1:9 0,15 0,98 15,3

4.3 Srovnáńı séra a slin

Hladina kortizolu byla současně stanovena v séru a slinách. Z přiloženého grafu

(Obr. 4.2) je vidět, že koncentrace sérového a slinného kortizolu spolu koreluj́ı. Bylo

splněno očekáváńı, že vysoké hladiny kortizolu ve slinách odráž́ı vysoké hladiny

kortizolu v séru.
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Obrázek 4.2: Graf porovnáńı koncentrace kortizolu v séru s koncentraćı kortizolu
ve slinách.

4.4 Stanoveńı referenčńıch interval̊u

Pro stanoveńı referenčńıho intervalu byl použit 95% interval ve studované sku-

pině. Skupina 141 dobrovolńık̊u byla rozdělena na ženy a muže bez rozd́ılu věku.

Ženy byly dále rozděleny na skupinu žen, které už́ıvaj́ı HAK a na skupinu žen, které

HAK neuž́ıvaj́ı. Vzorky slin byly odeb́ırány ve dvou denńıch dobách a to ráno mezi

7.00 – 8.00 hodinou a odpoledne mezi 16.00 – 17.00 hodinou. Referenčńı intervaly

jednotlivých skupin jsou uvedeny v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3: Referenčńı intervaly a statistické údaje jednotlivých skupin

Počet
vzork̊u

Pr̊uměr
[nmol/l]

Medián
[nmol/l]

Minimum
[nmol/l]

Maximum
[nmol/l]

Percentil
0,025

Percentil
0,975

ženy
HAK
ráno

16 27,90 24,16 14,23 44,59 15,47 44,17

ženy
HAK od-
poledne

10 12,53 10,32 7,83 23,24 7,91 22,61

ženy bez
HAK
ráno

31 28,86 25,61 11,46 88,42 13,22 55,55

ženy bez
HAK od-
poledne

20 11,07 11,57 3,90 17,17 3,99 16,61

muži ráno 38 29,11 26,09 14,67 65,34 15,83 47,73

muži od-
poledne

26 11,52 10,35 3,96 39,56 5,17 25,39

Statistické údaje z výše uvedené tabulky jsou graficky znázorněny na obrázku 4.3.

Tabulka 4.4: Referenčńı intervaly a statistické údaje pro celkový zkoumaný soubor

Počet
vzork̊u

Pr̊uměr
[nmol/l]

Medián
[nmol/l]

Minimum
[nmol/l]

Maximum
[nmol/l]

Percentil
0,025

Percentil
0,975

ráno 85 28,79 25,61 11,46 88,42 14,27 46,20

odpoledne 56 11,54 10,49 3,90 39,56 4,00 22,19
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Obrázek 4.3: Srovnáńı referenčńıch interval̊u slinného kortizolu u žen a muž̊u.

”
Krabicové“ diagramy znázorňuj́ı minimálńı a maximálńı hodnotu koncentrace

slinného kortizolu vždy pro danou skupinu dobrovolńık̊u a čas odběru. V každém
diagramu je znázorněna pr̊uměrná hodnota koncentrace slinného kortizolu typická
pro danou skupinu. Červená linie ohraničuje referenčńı interval pro odpoledńı kor-
tizol. Zelená linie ohraničuje referenčńı interval pro ranńı kortizol.

4.5 Profily

V rámci této práce byly stanoveny hladiny slinného kortizolu v několika časech

během dne. Vzorek poskytlo deset proband̊u, z toho šest žen a čtyři muži, bez-

prostředně po probuzeńı, v poledne, odpoledne mezi 16.00 – 17.00 hodinou a o p̊ul-

noci. Jednotlivé grafy (Obr. 4.4, 4.5, 4.6) znázorňuj́ı hladiny slinného kortizolu u jed-

notlivých osob.

Pr̊uběhy křivek ukazuj́ı, že koncentrace slinného kortizolu v jednotlivých časo-

vých úsećıch odpov́ıdaj́ı diurnálńımu rytmu, kterému kortizol podléhá. A to jak

u muž̊u, žen s HAK i u žen bez HAK. Výjimkou je jedna žena, která už́ıvá HAK

(Obr. 4, žena 3). Pro tento profil jsou typické ńızké hladiny slinného kortizolu po celý

den.
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Obrázek 4.4: Graf závislosti koncentraćı slinného kortizolu u žen s HAK na čase.

žena bez HAK 1

žena bez HAK 2

žena bez HAK 3

Obrázek 4.5: Graf závislosti koncentrace slinného kortizolu u žen bez HAK na čase.

Obrázek 4.6: Závislost koncentrace slinného kortizolu u muž̊u na čase.
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5 Diskuze

5.1 Odběr materiálu

Systém salivet, který byl použit pro odběr slin, prokázal řadu výhod. Za největš́ı

lze považovat neinvazivnost odběru. Ani u jednoho z dárc̊u nevyvolal odběr žádné

fyzické ani psychické trauma. Výhoda neinvazivnosti se potvrdila i při nočńıch

odběrech, kdy rozespalý dárce byl schopen bez stresu touto jednoduchou a nená-

ročnou metodou poskytnout samostatně požadovaný vzorek. Právě samostatnost,

u dospělých pacient̊u a starš́ıch dět́ı, je bezesporu daľśım kladem této metody.

K urychleńı výzkumu přispěl i fakt, že odběr mohl prob́ıhat současně od několika

dárc̊u. Samotný odběr je časově nenáročný. Nevyžaduje složité př́ıpravy ani daľśı

pracovńı materiál.

Instrukce pro použit́ı setu jsou jasné, na pochopeńı jednoduché. Po správném vy-

světleńı byli všichni, jak menš́ı děti, tak stař́ı lidé, schopni odběr samostatně provést.

Konstrukce zkumavek umožňuje snadnou manipulaci se vzorkem a to jak při odběru,

skladováńı, tak i při transportu. Ani 24 hodinová prodleva mezi odběrem a centri-

fugaćı neovlivnila výsledek.

Komplikace při źıskáváńı vzork̊u představoval lidský faktor. Zejména dobro-

volńıci ve věku 16 – 17 let nebyli vždy zodpovědńı v dodržováńı instrukćı. Po sta-

noveńı vzorku bylo patrné, že studenti nesplnili 30 minutový interval nej́ıst, neṕıt,

nekouřit před odběrem. Tyto vzorky musely být vyřazeny stejně tak jako v př́ıpadě

odebraného malého množstv́ı slin. Tento problém nastal u několika málo jedinc̊u

starých 10 – 13 let.

Obt́ıžné bylo rovněž źıskáváńı dobrovolńık̊u v požadovaném rozsahu. Někteř́ı

osloveńı nebyli ochotni poskytnout biologický materiál. U nezletilých dět́ı byl nutný

souhlas rodič̊u, kteř́ı nebyli vždy k experimentu svolńı. T́ım se značně zmenšil počet

dobrovolńık̊u mladš́ıch osmnácti let. Ještě složitěǰśı situace nastala u odběru krve.

Málo kdo byl ochoten podstoupit tuto invazivńı metodu.

Výše uvedené problémy byly ale spojeny pouze s touto praćı. V praxi, kdy by

se jednalo o zdrav́ı jednotlivých pacient̊u, by bezesporu odpadly. Je také zřejmé, že

při možnosti výběru, by zvolili neinvazivńı metodu.

K dispozici jsem měla dva typy odběrových salivet firmy Sarstedt. Systém salivet

(Sarstedt, Numbrecht, Germany) je nejběžněji už́ıvaný odběrový materiál. Vhodná

př́ıprava vzorku je d̊uležitá pro samotnou analýzu. Vzhledem ke stabilitě kortizolu

mohou pacienti uchovávat vzorky slin při teplotách 4 – 8 ◦C v běžných chladničkách
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až po dobu 7 dn̊u, než jsou ke zpracováńı doručeny do laboratoře [29].

Konstrukčně jsou téměř stejné, lǐśı se v barvě v́ıčka (modrá resp. b́ılá) a v materiálu,

do kterého jsou sliny nasáknuty (umělá celulóza resp. buničina). Salivety s modrými

v́ıčky jsou př́ımo určeny k odběru slin pro stanoveńı kortizolu, protože umělý ma-

teriál nemá kortizol pohlcovat. Právě jedńım z ćıl̊u této práce bylo systémy porovnat.

Inder a jeho spolupracovńıci zjistili, že se při použit́ı r̊uzných odběrových systémů

stanovená hladina kortizolu lǐśı, v některých př́ıpadech až o 62 % [20]. Při porovnáńı

modré a b́ılé salivety však bylo zjǐstěno, že hladiny slinného kortizolu se lǐśı jen nepa-

trně, jak naznačuje graf (Obr. 4.1). V modré salivetě byla dokonce pr̊uměrná hladina

kortizolu oproti b́ılé mı́rně sńıžena. Rozd́ıl mezi naměřenými výsledky ale neńı kli-

nicky významný. Tato práce tedy nepotvrdila nezbytnost použ́ıváńı speciálńıch a t́ım

tedy i dražš́ıch salivet pro stanoveńı kortizolu ve slinách, přesto je možné doporučit

je zvlášt’ pro p̊ulnočńı odběry, kde je předpokládána ńızká hladina kortizolu, která

by mohla být na hranici meze detekce použ́ıvané metody.

Ve slinách lze vyšetřovat kromě kortizolu a ACTH i řadu steroidńıch hormon̊u,

jako jsou aldosteron, testosteron, dehydroepiandrosteron a řada daľśıch. Z hormon̊u

je ve slinách nejčastěji stanovovaný právě kortizol. Nejčastěji se sliny v běžné praxi

využ́ıvaj́ı při orientačńım vyšetřeńı na př́ıtomnost drog, zvláště při silničńıch kont-

rolách a kontrolách profesionálńıch řidič̊u.

5.2 Imunoanalytické vyšetřováńı

Hladiny slinného kortizolu se u p̊ulnočńıch odběr̊u pohybuj́ı v ńızkých hodnotách.

Byla proto ověřena vhodnost analytického systému pro toto vyšetřováńı. Pro měřeńı

hladiny kortizolu byl využ́ıván analytický systém ADVIA: Centaur od firmy Siemens.

Mez detekce pro sérový a plazmatický kortizol uváděná výrobcem je 5,5 nmol/l.

Kortizol, ale i daľśı hormony se běžně vyšetřuj́ı imunoanalytickými metodami. Tento

zp̊usob se využ́ıvá kv̊uli vysoké citlivosti, rychlosti, jednoduchosti a hlavně kv̊uli

menš́ı finančńı náročnosti na př́ıstrojové vybaveńı. Jako referenčńı metoda se také

využ́ıvá tandemová hmotnost́ı spektrometrie s izotopovou dilućı (IS LC/MS/MS).

Tato specifická a citlivá metoda umožňuje screening kompletńıho profilu steroidńıch

hormon̊u ze vzorku. Je využ́ıvána sṕı̌se pro experimentálńı účely než pro běžná

stanoveńı v laboratoř́ıch nemocnic. Chromatografické metody v kombinaci s hmot-

nostńı spektrometríı jsou finančně náročné, a proto je jejich zaváděńı do běžného

provozu omezeno obvykle jen na fakultńı a specializovaná pracovǐstě. Pro rutinńı

vyšetřováńı se stále použ́ıvaj́ı metody imunoanalytické.
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Pro potřeby stanoveńı slinného kortizolu v rámci této bakalářské práce bylo nutné

ověřit co nejnižš́ı mez stanovitelnosti ve slinách, tedy v materiálu, který má sṕı̌se

vodnou než sérovou matrici. Reprodukovatelnost byla stanovena pouze u dvou vzor-

k̊u. Hodnota požadované reprodukovatelnosti bývá v klinické laboratoři

CV (%) = 20,0 [30]. Tomuto kritériu vyhověl vzorek s pr̊uměrnou koncentraćı

3,27 nmol/l (Tab. 4.2). Mez stanovitelnosti se podařilo posunout na 3 nmol/l.

Všechny hodnoty nižš́ı než 3,0 nmol/l jsou tedy označovány < 3,0 nmol/l.

5.3 Srovnáńı séra a slin

V rámci experimentu bylo provedeno orientačńı srovnáńı hladiny slinného kor-

tizolu se sérovým. Z literatury [31] je zřejmé, že kortizol se ve slinách vyskytuje

pouze ve volné, biologicky aktivńı formě, zat́ımco v séru je kortizol vázaný na trans-

portńı b́ılkoviny. Z tohoto d̊uvodu neńı srovnáńı zcela přesné. I přes tuto malou

nepřesnost experiment potvrdil, že hladina kortizolu ve slinách odráž́ı hladinu kor-

tizolu v séru. Tuto skutečnost zachycuje graf (Obr. 4.2). Experimentem prokázané

tvrzeńı je shodné s tvrzeńım uvedeným v publikaćıch [23], [31], [32], [33]. Stejně jako

uvád́ı literatura [23], [34], bylo výzkumem potvrzeno, že stanoveńı slinného kortizolu

může nahradit stanoveńı kortizolu v séru.

Kortizol se stanovuje zásadně v séru, plazmě a moči a to jak nativńı, tak sb́ırané

za 24 hodin. Z těchto biologických materiál̊u je prováděno 99 % analýz. Sliny jsou

pouze pomocný materiál ke stanoveńı, který je vhodný. Daľśım možným biologickým

materiálem, ze kterého lze kortizol stanovit, jsou vlasy [35], [36]. Prameny vlas̊u mo-

hou být využ́ıvány ke sledováńı aktivity osy hypotalamus – hypofýza – k̊ura nadled-

vin jak u klinických pacient̊u, tak i u zv́ı̌rat. Některé studie konstatuj́ı, že hladiny

kortizolu v jednotlivých částech vlas̊u, které se lǐśı vzdálenost́ı od pokožky hlavy,

jsou už́ıvány jako
”
kalendář“, který mapuje aktivitu osy hypotalamus – hypofýza –

k̊ura nadledvin uběhlou v předchoźıch fáźıch života před odběrem vzorku. Měřeńı

koncentrace kortizolu ve vlasech je také využ́ıváno ke sledováńı chronického stresu.

Daľśım možným, nestandardńım, biologickým materiálem pro hodnoceńı koncen-

trace kortizolu v organizmu může být stolice [36]. Tento zp̊usob stanoveńı hladiny

kortizolu se využ́ıvá převážně u divokých zv́ı̌rat, která d́ıky tomu nemuśı být chycena

a uspána, méně pak u zv́ı̌rat domáćıch. Např́ıklad u ps̊u se preferuje stanoveńı korti-

zolu z chlup̊u, slouž́ıćı k diagnostice hyperkortizolizmu, nebo také stanoveńı slinného

kortizolu [37]. Pro orientačńı srovnáńı bylo v rámci této práce provedeno stanoveńı

slinného kortizolu u psa. Hladina kortizolu ve vzorku slin odebraného v 16.00 byla
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6,7 nmol/l. Z této hodnoty se nedá usuzovat nic jiného, než že sliny jsou vhodný

materiál k odběru i u psa a že pro měřeńı této hladiny lze použ́ıt imunoanalytické

soupravy určené k vyšetřováńı u lid́ı, stejně jako je tomu u mnoha daľśıch parametr̊u.

5.4 Stanoveńı referenčńıch interval̊u

Referenčńı interval slouž́ı k orientaci lékaře ve výsledćıch pacienta. Každý výrob-

ce imunoanalytických systémů doporučuje, aby referenčńı intervaly byly stanoveny

každou laboratoř́ı samostatně. Z d̊uvodu finančńı náročnosti neńı toto stanoveńı

vždy možno provést. V rámci řešeńı grantu (IGA: NT 11 277 – 6, 2010 – 2015,

GIGH – 1021 – 00 – 6 – 0203) bylo možné si referenčńı interval stanovit. K tomu

bylo využito 95% intervalu ze souboru sledovaných osob. Sekrece kortizolu podléhá

diurnálńımu rytmu [4]. Na základě tohoto faktu bylo nutno stanovit referenčńı in-

tervaly ráno a odpoledne. Odběry prob́ıhaly mezi 6.00 – 7.00 ráno a v rozmeźı

16.00 – 17.00 hodiny. Probandi byli rozděleni na skupiny, a to na muže a ženy. Ženy

byly dále rozděleny do dvou skupin. Na ženy, které už́ıvaj́ı HAK a na ženy, které

HAK neuž́ıvaj́ı. Rozděleńı žen do dvou skupin bylo provedeno na základě literatury

[38], která uvád́ı, že ženy už́ıvaj́ıćı HAK maj́ı zvýšenou hladinu sérového kortizolu.

Hodnoty veškerých referenčńıch interval̊u jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Referenčńı interval pro ranńı kortizol u skupiny žen bez HAK byl 13,2 – 55,5 nmol/l,

zat́ımco u žen s HAK byl interval stanoven v rozmeźı 15,5 – 44,2 nmol/l. Na základě

těchto hodnot je zřejmé, že rozd́ıly v koncentraćıch slinného kortizolu u žen bez HAK

a u žen s HAK nejsou natolik velké, aby pro daľśı měřeńı bylo nutno u žen uvádět,

zda antikoncepci už́ıvaj́ı nebo ne. Je tedy možné referenčńı intervaly pro obě sku-

piny žen spojit. Stejné tvrzeńı plat́ı i pro hladiny naměřené v odpoledńıch hodinách.

Odpoledńı hodnoty pro ženy bez HAK jsou v rozmeźı 4,0 – 16,6 nmol/l a u žen

s HAK byly odpoledńı intervaly v rozmeźı 7,9 – 22,6 nmol/l. Z těchto interval̊u

je patrné, že už́ıváńı HAK nemá vliv na hladinu kortizolu ve slinách. Toto tvrzeńı

je shodné s publikaćı [39], která mimo to také uvád́ı, že slinný kortizol může být

využ́ıván pro monitorováńı funkce nadledvin u žen, které HAK už́ıvaj́ı. Ve slinách

se vyskytuje pouze volný kortizol, který už́ıváńım kontraceptiv neńı ovlivněn jako

kortizol vázaný na transportńı b́ılkoviny, který měř́ıme v séru nebo plazmě.

U muž̊u byl stanoven interval ranńıho slinného kortizolu 15,8 – 47,7 nmol/l. Odpo-

ledńı hodnoty se pohybovaly v rozmeźı 5,2 – 25,4 nmol/l, které jsou oproti ranńım

hodnotám sńıženy v d̊usledku cirkadiánńıho rytmu stejně, jako je tomu u odpo-

ledńıch interval̊u ve skupinách žen.
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Při porovnáńı ranńıch hladin slinného kortizolu u skupiny žen bez HAK, žen s HAK

a u muž̊u, nejsou rozd́ıly v referenčńıch intervalech téměř patrné. Stejně tomu

je u referenčńıch interval̊u stanovených z odpoledńıch vzork̊u slinného kortizolu.

V d̊usledku toho je možné skupinu žen bez HAK, žen s HAK a muž̊u spojit v jeden

sledovaný celek. Nutné je však zachovat r̊uzné referenčńı intervaly pro ranńı a od-

poledńı odběry. U takto vzniklého velkého souboru byl stanoven referenčńı interval

pro ranńı kortizol 14,3 – 46,2 nmol/l. Referenčńı interval pro odpoledńı kortizol byl

4,0 – 22,2 nmol/l. Referenčńı intervaly tohoto zkoumaného souboru jsou uvedeny

v tabulce 4.4.

Referenčńı interval stanovený v rámci této práce se nepatrně lǐśı od intervalu sta-

noveného Šimůnkovou a jej́ım týmem, který uvád́ı koncentrace ranńıho kortizolu

6 – 30 nmol/l, [40]. Odchylka může být zp̊usobena použitou metodou stanoveńı

pro daný hormon, citovaná práce už́ıvala stanoveńı kortizolu radioimunoanalýzou.

Šimůnková et al. uvád́ı referenčńı interval 8,1 – 22,7 nmol/l, [39] . Neuvád́ı však,

v jakou hodinu byly vzorky odebrány. Při porovnán referenčńıho intervalu s intervaly

stanovenými t́ımto experimentem, by mohla být hladina kortizolu 8,1 – 22,7 nmol/l

stanovena ze vzork̊u odebraných odpoledne. Tyto hodnoty jsou tedy téměř shodné

s hodnotami pro odpoledńı slinný kortizol stanovenými v rámci této práce. Autoři

Stone, Schwarz a kolektiv uvád́ı referenčńı interval 3 – 25 nmol/l, [4]. Stejně jako

v předchoźı publikaci neńı uveden čas odběru vzork̊u. Za předpokladu, že se jedná

o odpoledńı slinný kortizol, je patrné, že se intervaly téměř shoduj́ı.

Hodnota referenčńıho intervalu pro ranńı kortizol se od intervalu uváděného Aarda-

lem a Holmem lǐśı nepatrně [41]. Zdroj uvád́ı, že pro slinný kortizol odebraný v osm

hodin ráno jsou typické referenčńı hodnoty 3,5 – 27,0 nmol/l. Hodnoty menš́ı než

6 nmol/l jsou dle uvedeného zdroje typické pro slinný kortizol odeb́ıraný v deset

hodin večer. Tato hodnota se od stanoveného intervalu lǐśı, nebot’ byl slinný korti-

zol odeb́ırán v pozděǰśıch hodinách oproti prováděnému experimentu. Většina praćı

se sṕı̌se zabývá stanoveńım referenčńıch interval̊u pro ranńı a nočńı kortizol. Nočńı

slinný kortizol je v praxi v́ıce využitelný než odpoledńı a to pro diagnostiku CS.

Referenčńı intervaly pro nočńı kortizol jsou dále popsány v kapitole profily.

5.5 Profily

Stanoveńı hladiny slinného kortizolu je nápomocné při odhalováńı CS. Ze studíı

[20], [32], [34], [42], [43] vyplývá, že stanoveńı kortizolu ve slinách se stalo nejvý-

znamněǰśım a nejvýhodněǰśım parametrem pro diagnostiku CS. Studie uvád́ı, že
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citlivost a specifita tohoto stanoveńı je až 90% v porovnáńı s ostatńımi diagnos-

tickými testy, jako jsou dexamethasonový supresńı test, 24 hodinový sběr moči nebo

stanoveńı sérového kortizolu.

Pro diagnostiku CS jsou významné hladiny p̊ulnočńıho kortizolu, které maj́ı být

v tuto dobu u zdravých osob nejnižš́ı, zat́ımco u CS kortizol neklesá. K potvrzeńı

diurnálńıho rytmu, kterému kortizol podléhá, jak uvád́ı lieratura, [34], [32], byl sta-

noven celodenńı profil kortizolu u deseti, objektivně zdravých, osob. Jak je patrné

z graf̊u (Obr. 4.4, 4.5, 4.6), pr̊uběh hladiny slinného kortizolu u těchto proband̊u

opravdu cirkadiánńımu rytmu odpov́ıdá. Odchylky nejsou patrné ani u p̊ulnočńıch

odběr̊u, které by mohly signalizovat př́ıtomnost CS. Výjimkou byl pouze jeden

dobrovolńık, jehož profil byl atypický. Vyznačoval se ńızkými hladinami kortizolu

v pr̊uběhu celého dne. Cirkadiánńı rytmus zde nebyl téměř patrný. Byl doporučen

k vyšetřeńı na endokrinologii.

Stanovit správně hladinu cut off pro p̊ulnočńı kortizol nebylo v této studii možné

z d̊uvodu malého počtu vzork̊u. Hodnota cut off se nejčastěji pohybuje kolem hod-

noty 9 nmol/l v závislosti na použité metodě [42]. Přesto je možné konstatovat, že

všechny p̊ulnočńı vzorky měly hladinu slinného kortizolu nižš́ı než 9 nmol/l.

V rámci experimentu uvedeného v publikaci [44] bylo provedeno srovnáńı hladin

nočńıho slinného kortizolu stanovených elektrochemiluminiscenćı (Roche Diagnos-

tics, Manheim, Germany) a IS LC/MS/MS. Pr̊uměrná koncentrace slinného korti-

zolu stanovená imunoanalyticky byla 4,4 nmol/l. Hodnota 1,8 nmol/l odpov́ıdala

pr̊uměrné koncentraci slinného kortizolu, která byla naměřena IS LC/MS/MS. Va-

riačńı koeficient byl při srovnáńı těchto dvou metod 11,6 – 40,4 %.

Pomoćı IS LC/MS/MS je tedy možné stanovit nižš́ı koncentrace vzork̊u. Pro imu-

noanalýzu Roche byla nalezena hladina cut off 8,9 nmol/l. Ani od této hodnoty se

nijak neodlǐsuj́ı hladiny nočńıho slinného kortizolu stanovené v rámci této bakalářské

práce.
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6 Závěr

Hlavńım tématem této bakalářské práce bylo stanoveńı kortizolu ve slinách. Imu-

noanalytický systém ADVIA: Centaur od firmy Siemens určený k běžnému stano-

vováńı kortizolu v séru, plazmě a moči byl shledán i jako vhodný pro stanoveńı

vzork̊u slinného kortizolu a to i vzork̊u menš́ıho objemu. Vyšetřené hladiny slinného

kortizolu v ranńıch a odpoledńıch hodinách u skupiny žen neuž́ıvaj́ıćı HAK, u žen

už́ıvaj́ıćıch HAK a u muž̊u umožnily stanoveńı referenčńıch interval̊u u těchto jed-

notlivých skupin.

Vzhledem k podobnosti obou ranńıch a odpoledńıch skupin byl zvolen jednotný

referenčńı interval pro muže i ženy, a to pro ranńı kortizol 14,3 – 46,2 nmol/l a

pro odpoledńı slinný kortizol byl referenčńı interval 4,0 – 22,2 nmol/l.

Při stanoveńı denńıho profilu kortizolu u 10 dobrovolńık̊u bylo zjǐstěno, že hladiny

slinného kortizolu v jednotlivých částech dne odpov́ıdaj́ı očekávanému cirkadiánńımu

rytmu kortizolu.

Dva porovnané systémy Salivette od firmy Sarstedt nevykazovaly podstatný

rozd́ıl v naměřených hladinách slinného kortizolu a je možné pro toto stanoveńı

využ́ıt oba typy salivet.

Z dosažených výsledk̊u vyplývá, že mı́sto invazivńıho odběru krve pro účel sta-

noveńı sérového kortizolu, lze použ́ıt v některých př́ıpadech stanoveńı slinného kor-

tizolu, nebot’ hladiny v séru a slinách spolu poměrně dobře koreluj́ı.

Mezi neoddiskutovatelné výhody stanoveńı kortizolu ve slinách patř́ı samotný

odběr vzorku, který je neinvazivńı. Pacient neńı nijak zatěžovaný. Odběr se tak stává

vhodným zvláště u dět́ı nebo psychiatrických pacient̊u. Volný kortizol může být

stanoven bez předchoźı úpravy vzorku. Je možné provádět jednorázové stanoveńı,

ale může být v́ıcekrát opakováno během dne nebo noci. Při nočńıch odběrech jsou

tak eliminovány stresory z odběru.
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[30] Friedecký, B.; Šprongl, L.; Kratochv́ıl, J.; Plzák, Z.: Doporučeńı k prováděńı
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