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Abstrakt a klicova slova

Abstrakt

Préace se zabyva stanovenim slinného kortizolu za pouziti imunochemického che-
miluminiscen¢éniho analyzatoru ADVIA: Centaur firmy Siemens. Experimentalniho
odbéru slin se ztucastnilo 141 probandu ve vékovém rozmezi 7 — 76 let. Dobrovolnici
byli rozdéleni do skupin podle pohlavi: muzi, Zeny, které uzivaji hormonalni anti-
koncepci (HAK) a zeny neuzivajici HAK. U téchto skupin byly stanoveny referenéni
intervaly hladin ranniho a odpoledniho slinného kortizolu. U skupiny zZen neuzivajici
HAK byl stanoven referenéni interval 13,2 — 55,5 nmol/l pro ranni slinny kortizol a
pro zeny uzivajici HAK byl referen¢ni interval 15,5 — 44,2 nmol/l. Referenc¢ni inter-
val odpoledniho slinného kortizolu u zen neuzivajici HAK byl 4,0 — 16,6 nmol/l a
u skupiny zen uzivajici HAK byl 7,9 — 22,6 nmol/l. U skupiny muzu byl stanoven
referen¢ni interval pro ranni kortizol 15,8 — 47,7 nmol/l a pro odpoledni kortizol
byl stanoven referencni interval 5,2 — 25,4 nmol/l. Rozdily mezi stanovenymi refe-
ren¢nimi intervaly u vSech sledovanych skupin jsou nepatrné. Nutné je vsak zachovat
ruzné referencni intervaly pro ranni a odpoledni odbéry. Referenéni interval pro ranni
kortizol ve slindch byl stanoven na 14,3 — 46,2 nmol/1 a odpoledni referenéni interval
byl 4,0 — 22,2 nmol/l. U dalsich Sesti zen a ¢tyf muzu byl stanoven denni profil
slinného kortizolu odbérem vzorku ve ¢tyfech ruznych dobach béhem dne. Prubéh
hladin slinného kortizolu odpovidal u zen neuzivajici HAK, u zen uzivajici HAK a
u muzu cirkadiannimu rytmu, kterému kortizol podléha. U vSech pulno¢nich vzorku
byla koncentrace slinného kortizolu nizsi nez 9 nmol/l. Tato hodnota je obvykle
povazovana za cut off pro diagnézu Cushingova syndromu (CS). Namétené hladiny
slinného kortizolu stanovené ze dvou ruznych odbérovych systému Salivette od firmy
Sarstedt se od sebe klinicky vyznamneé nelisily. Hladiny slinného a sérového kortizolu
spolu dobte koreluji, byla tedy potvrzena skutec¢nost, ze hladiny slinného kortizolu

odrazi 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/] for mor-
ning salivary cortisol. Females not using HC 4,0 — 16,6 nmol/l and females using
HC 7,9 — 22,6 nmol/] for afternoon salivary cortisol. Males 15,8 — 47,7 nmol/1 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/1 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.
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Prehled pouzitych zkratek

ACTH Adrenokortikotropni hormon

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfét

CBG Globulin vazajici kortikosteroidy, téz oznacovan jako transkortin
CS Cushingtiv syndrom

CRH Kortikotropin uvoliiujici hormon, téz oznacovan jako kortikotropin
ER Endoplazmatické retikulum

HAK Hormonalni antikoncepce

IS LC/ MS/ MS Tandemova hmotnostni chromatografie s izotopovou diluci

POMC Proopiomelanokortin



1 Uvod

Stanoveni slinného kortizolu, které bylo namétem této bakalaiské prace, se pro-
vadi experimentalné jiz fadu let. Metody stanoveni a tim i vysledky se mohou lisit
na zakladé pouzité imunoanalyzy. Stanoveni kortizolu ve slinach vyuzivaji zejména
velké nemocnice ve svété. V Ceské republice je k dispozici v laboratofich nékterych
velkych fakultnich nemocnic. Je vhodnou soucasti diagnostiky a monitorovani endo-
krinologickych poruch, zejména Cushingova syndromu (CS), ale jeho systematické
rozsiteni u nés zatim neni velké.

Prvoradym cilem bylo vyzkouset vhodnost bézné uzivané imunoanalytické me-
tody, uréené ke stanoveni kortizolu v séru, plazmé a moci, k méteni hladiny kortizolu
ve slindch. Druhym cilem bylo vySettit ranni a odpoledni hladiny kortizolu u zen
a muzu a na zakladé toho stanovit referenéni intervaly pro obé skupiny. Ukolem
bylo také stanovit denni profil kortizolu u zen a muzu. Dalsim vyty¢enym cilem
bylo srovnat dva typy systému Salivette od firmy Sarstedt, dostupnych na ¢eském
trhu. Poslednim zadanym cilem bylo ovérit srovnatelnost hladin slinného a sérového

kortizolu.
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2 Teoreticky tvod

2.1 Kortizol

Kortizol, zvany téz hydrokortizon, je jeden z hlavnich steroidnich hormont,
ktery reprezentuje skupinu glukokortikoidu. Syntéza kortizolu je lokalizovana v kufe
nadledvin. Stejné jako ostatni hormony kury nadledvin je i kortizol derivatem cho-
lesterolu. Zakladni strukturou tvotici kortizol je cyklopentanoperhydrofenantrenové
jadro (Obr. 2.1). Strukturné se fadi mezi Cy; adrenokortikdlni steroidy. Kortizol

(Obr. 2.2) vznikd hydroxylaci progesteronu.

Obrazek 2.1: Cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro [1].

CH,OH

C=0

Obrazek 2.2: Kortizol [1].

Sekrece kortizolu je regulovana adenohypofyzarnim adrenokortikotropnim hor-
monem (ACTH) a hypotalamickym kortikotropin uvoliiujicim hormonem (CRH)

a podléha cirkadiannimu rytmu. V tomto piipadé se jedna o priblizné denni, 24 ho-

s
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a s nejvetsim vrcholem rano [2]. Dochézi také ke stresové sekreci v dusledku nadmér-
ného vylucovani ACTH. Denné se sekretuje 16 -20 mg kortizolu [3]. Muze dochézet
ke zpétnovazebnému pusobeni glukokortikoidu, kdy je inhibovéna sekrece ACTH
pusobenim pravé nadmérného mnozstvi kortizolu.

V krevni plazmé je kortizol piepravovan specifickym transportnim proteinem
transkortinem. Pouze 8 % kortizolu predstavuje volnou, biologicky aktivni formu
[3]. Efekt kortizolu tedy zdvisi jak na jeho produkei a na receptoru, tak na mnozstvi
transportni bilkoviny.

Glukokortikoidy ale i samotny kortizol hraje vyznamnou roli v nékterych fyziolo-
gickych pochodech [4]. Ovlivauje tvorbu glukdzy, metabolizmus tukt, cévni reakee,
centralni nervovy systém, imunitni systém a inhibuje zanétlivé reakce.

Ze vsech zakladnich steroidnich hormont, které kura nadledvin vylucuje, je
napiiklad fakt, ze u vétsiny pacientu bez nadledvin, lze na jejich béznou substituci
uzivat vhodnou davku kortizolu.

Glukokortikoidy nabyvaji vyznamu nejen pii stresovych situacich, ale také
pii dlouhodobém hladovéni. Pokud je to nutné, muze dochazet k pfesunum ener-
gie tak, ze hlavnim zdrojem energie se stanou tuky a bilkoviny, a glukdza zustane
usettena pro metabolizmus mozku. Pravé diky pusobeni na metabolizmus glukézy

jsou nazyvény glukokortikoidy [5].

2.1.1 Biosyntéza kortizolu

Metabolickym prekurzorem adrenokortikalnich steroidnich hormont je choleste-
rol. Cést cholesterolu je tvofena z acetdtu, vétsina je vsak vychytdvéna z lipopro-
teinovych ¢astic v krvi, pro které se v kufe nadledvin vyskytuje mnoho receptoru
6].

Transport intracelularniho cholesterolu z vnéjsi do vnitini mitochondrialni mem-
brény je krok pottebny pro zahdjeni syntézy steroidnich hormonu (Obr. 2.3). Pfenos
je regulovan nosicovym proteinem. V mitochondriich se nejprve vytvaii progesteron,
ktery je vychozi latkou pro vznik kortizolu. V dusledku tvorby steroidnich hormonu
se cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro cholesterolu na rozdil od poétu uhliku
nemeéni [1].

Z cholesterolu se za odstépeni Sesti uhliku postranniho fetézce a za oxidace
na uhliku 20 stava pregnenolon [7]. Tuto reakei katalyzuje cholesteroldezmolaza, en-

zym z rodiny cytochromu. Presnéji P450scc, enzym odstépujici postranni fetézce [6],
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[1]. Pregnenolon je v endoplazmatickém retikulu (ER) dehydrogenovén na progeste-
ron za soucasné katalyzy 35-hydroxysteroiddehydrogenazou. Tento enzym vystupuje
i pfi pfeméné 17a-hydroxypregnenolonu na 17a-hydroxyprogesteron. Tyto dva hor-
mony jsou tvoreny z progesteronu za soucasné katalyzy 17a-hydroxyldzy nebo-li
P450c17. Prisné regulované hydroxylace progesteronu vedou ke vzniku kortizolu.
Pusobenim 218-hydroxyldzy, P450c21 se do danych poloh progesteronu postupné
zavadi OH-skupiny. Nejprve dochazi k hydroxylaci progesteronu na 17a-hydroxy-
progesteron a nasledné k jeho hydroxylaci na 11-deoxykortisol. Ten putuje zpét

do mitochondrii, kde dochézi k jeho hydroxylaci na uhliku 11 a vznika kortizol.

2.1.2 Kura nadledvin

Nadledviny jsou parovy organ, ktery zasahuje syntézou a sekreci fady hormonu
do zékladnich zivotnich procesu.

Nadledviny se skladaji ze dvou ¢asti. Z vnéjsi kury a vnitini diené, které se lisi
embryologicky, anatomicky i funkéné. Kura nadledvin je tvofena tfemi zoénami, které
tvoii ptiblizné 90 % hmotnosti nadledvinek [6]. Kazda zéna je piiznacnd specifickou
sekreci hormonu. Pod povrchem kury se nachazi zona glomerulosa, ktera je zdrojem
mineralokortikoidu. Zona fasciculata produkuje predevsim glukokortikoidy a zona

reticularis, nejvnitingjsi ¢ast kury, pohlavni hormony.

2.1.3 Sekrece kortikoidu a uc¢inek ACTH

Produkce glukokortikoidu kortizolu je fizena osou hypotalamus-hypofyza-kura
nadledvin, ktera ma pozitivni odezvu jak na fyziologické, tak na psychické stresové
podnéty [8].

Tato osa podléhd zpétnovazebné inhibici glukokortikoidu kortizolu [9].

Endokrinni ¢innost kury nadledvin reguluje z hypotalamu nejprve kortikoliberin,
ktery reguluje sekreci ACTH z predniho laloku hypofyzy [6].

Hypotalamus uvoliiuje CRH a arginin-vasopresin. Ty v dusledku reakce na stresové
podnéty spousti syntézu pro-hormonu proopiomelanokortinu (POMC) v kortikot-
ropnich bunkach predni hypofyzy [8]. Z POMC je poté tvoren ACTH a uvolnovan
do krevniho obéhu.

Funkéni struktura, proliferace bunék i dostateéné mnozstvi cholesterolu koordi-
nuje ACTH. V plazmatické membrané se vysokou afinitou vaze na receptory bunék

kiry nadledvin [1]. Tim se aktivuje systém adenyldtcyklaza/cyklicky adenosinmo-
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pregnenolon 17-hydroxy-
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OH OH
3B-hydroxysteroid- CHs CHs
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---OH
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213-hydroxylaza progesteron 17-hydroxy-
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o o
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---OH
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113-hydroxylaza
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Cc=0

---OH

kortizol

OH

Obrazek 2.3: Biosyntéza kortizolu [1].

nofosfat (cAMP). Zvysena koncentrace cAMP aktivuje proteinkindzu A, kterd

fosforyluje cholesterolesterhydrolazu. Dochéazi tak ke zvySeni premény esteru cho-
lesterolu na volny cholesterol, ¢imz je zvySena tvorba pregnelonu a jeho derivatu,
tim padem kortizolu (Obr. 2.4). Rychlé vyplaveni ACTH je zpusobeno stresem.
P#i chronické stimulaci ACTH kura hypertrofuje. Mnozstvi kortizolu také kolisa

v zavislosti na diurnalnim rytmu, kterému ACTH podléha.
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Obrézek 2.4: Ucinek ACTH na buiiky produkujici kortizol [1].

2.1.4 Diurndlni (cirkadidnni) rytmus

Sekrece CRH, ACTH a tim tedy i kortizolu je tizena nepravidelnymi pulzy,
ke kterym dochdzi v prubéhu dne [4]. Béhem 24 hodin nastane zhruba 10 — 15
pulzt, po kterych se kortizolémie zvysuje a mezi pulzy klesd. Maximalni koncentrace
glukokortikoidt je pozorovana v rannich hodinach, v dobé probuzeni (4.00 — 10.00),
mensiho poctu pulzu (Obr. 2.5).
Biologické hodiny cirkadianniho rytmu ACTH lezi v suprachiasmatickych jadrech
hypotalamu [10]. Stejné tak jako suprachiasmatické jadro hypotalamu stimuluje ma-
ximalni aktivitu hypotalamu, muze jeho aktivitu inhibovat v prubéhu spanku.
Zména cirkadianniho rytmu je dusledkem zmeény aktivity, véku, nedostatku spanku

a depresi [6].

2.1.5 Transport kortikosteroidu

Hydrokortizon je v krevnim obéhu vazan na specifickou bilkovinu globulin L,
zvanou transkortin. Kromé globulinu vazajiciho kortikosteroidy (CBG) je také al-
bumin transportérem kortizolu v krvi [5]. Vazany kortizol predstavuje ptiblizné 92 %
celkového kortizolu, zbytek predstavuje volny kortizol. Pouze volné cirkulujici kor-
tizol je biologicky aktivni [6]. Vztah mezi volnym a aktivnim kortizolem je vidét
na Obr. 2.6. Kortizol vazany na proteiny v plazmé piebira funkci krevni zasobarny

hormonu. Vyvazanim kortizolu z vazby na protein je zajisténa zasoba tkani volnym
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Obrazek 2.5: Cirkadianni rytmus kortizolu [11].

kortizolem. Pokud je hladina celkového plazmatického kortizolu v normé, vysky-
tuje se v plazmé velmi malé mnozstvi volného kortizolu. Pokud celkovy plazmaticky
kortizol dosdhne vyssi hladiny nez je 20 pug/100 ml, tak se vazebnd mista transkor-
tinu saturuji. Dalsi zvySeni celkového kortizolu v plazmeé zpusobi, ze se do urcité
miry zvysi vazba na albumin. K hlavnimu vzestupu vsak dochazi ve frakci nevazané
na proteiny.

Tvorba CBG probihd v jétrech [6]. Hladina CBG se zvySuje pusobenim estro-
genu. Zvyseni je také pozorovano v téhotenstvi. Naopak pii cirhéze jater nebo
pii nefréze, amyloidéze je hladina transkortinu nizka. I kdyz je hladina CBG vy-
sokd, nemusi se zvySena hladina kortizolu projevit piiznaky hyperkortizolizmu. Je

to zapti¢inéno tim, ze mnozstvi volného kortizolu se neméni, zvysend je jen vazana

PN

kira adeno-

nadledvin _w hypofyza
\ volny kortizol ////

v plazmé
(70,5 pg/100ml)

7 .
kortizol vazany

na proteiny tkanovy
v plazmé kortizol
(13 pg/100ml)

Cast.

Obrazek 2.6: Vztah volného a vazaného kortizolu [1].
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2.1.6 Metabolizmus a exkrece glukokortikoida

Polocas cirkulace kortizolu je 70 — 120 minut [6]. Jeho metabolizmus a inaktivace
probihd v jatrech. Vytvaii se zde redukované formy kortizolu (Obr. 2.7).
Hlavnim krokem je pfeména kortizolu na kortizon, ktery mé na uhliku 11 vazbu
=0 misto vazby — OH [12]. Vysledny kortizon ma aktivitu téméf shodnou s kortizo-
lem. Velkou roli zde hraji dva odlisné izoenzymy 113-hydroxysteroiddehydrogenézy.
Typ I je zodpovédny za vzajemnou preménu kortizolu na kortizon. Typ II tohoto izo-
enzymu katalyzuje pfeménu kortizolu na kortizon. V tomto piipadé se jednd pouze

o jednosmérnou konverzi.

CH,OH CH,OH

---OH

Y

kortizol H
dihydrokortizol
11B - hydroxy- 3L - hydroxysteroid-
steroid- dehydrogenaza
dehydrogenaza NADPH nebo NADH CH,OH
CH,OH
C=0

on”’

H
kortizon .
tetrahydrokortizol
glukuronyltransferaza
glukuronid glukuronid
tetrahydrokortizonu tetrahydrokortizolu

Obrazek 2.7: Metabolizmus kortizolu [1].
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Takto vytvoreny kortizon je secernovan jatry do krve. Poté dochéazi k rychlé re-
dukci a konjugaci na tetrahydrokortizonglukuronid. Tetrahydroglukuronidové kon-
jugaty kortizolu a kortizonu vstupuji do krve, kde se vazi na vazebné proteiny, glu-

kuronovou kyselinu a poté jsou vylucovany moci.

2.1.7 Zpétnovazebné pusobeni glukokortikoidu

Pokud je hladina kortizolu vyssi, pusobi inhibi¢né na sekreci ACTH a CRH [1].

Naopak nizsi hladiny kortizolu vedou ke zvysené produkci ACTH. Sekrece ACTH je
vSak ovliviiovana i shora. Pfesné jde o nervové podnéty, které se sbihaji z hypota-
lamu a zvysuji hladinu ACTH. Napiiklad stres, trauma.
V praktické mediciné jsou kortikoidy uzivany k 1é¢bé soku a mnoha autoimunitnich,
alergickych i nadorovych onemocnéni. Pfi maximélné tfidennim uzivani kortikoidu je
mozné jejich celkové vysazeni. Pokud jsou podavany déle, je nutné vysazovat kortiko-
idy postupné. Pii dlouhodobé 1éébé nadledviny neprodukuji glukokortikoidy, nebot
jejich hladina v krvi byla zajisténa lécebné. Stejné tak hypofyza neprodukuje ACTH.
Az po nékolik tydnech nebo mésicich dochazi ke zvyseni hladiny ACTH, které vede
k produkeci vlastnich glukokortikoidu. Zpétna vazba poté opét vede ke snizeni hladiny
ACTH.

2.2 Sliny

Vyznamnou roli v této praci hraje fyziologie a produkt ti1 paru velkych slinnych
zlaz a zlazek ve sliznici dutiny ustni — sliny. Saliva jsou bezbarvé, ¢irda nebo lehce
zakalend, ponékud vazkad a pénici tekutina. Vlastnosti slin jsou ovlivnény glyko-
proteiny a ionty, ze kterych se sliny také skladaji. Diky nim maji mnoho rozma-
nitych funkci, které by bez jejich piitomnosti nemohly byt vykondny [13]. Jsou
dulezité pro funkénost dutiny tstni, jicnu a zaludku [2]. Diky svému komplexnimu
slozeni a dobrym fyzikalnim vlastnostem usnadnuji zpracovani soust v tstech, po-
hyby pfi zvykani, artikulaci. Také maji antibakteridlni tuc¢inky. Sliny maji mnoho
vyznamnych tloh af uZ fyziologickych nebo také praktickych. Na zdkladé jejich
vySetTeni 1ze sledovat zdravotni stav pacienta a diagnostikovat nejruznéjsi onemoc-

néni.
2.2.1 Sekrece slin

Tvorba slin je nepfetrzity proces a casto je stimulovan chuti nebo zvykanim

[13]. Sekrece muze byt bazalni nebo vyvolana [2]. Bazalni sekrece nebo také stald
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sekrece je vysledkem nizké trovné autonomni stimulace vyssimi centry [13]. Dochazi
k sekreci 0,5 ml slin za minutu. Ve spanku jsou vstupy z vyssich center redukovany
a tim dochézi i ke sniZzeni tvorby slin pfiblizné na 0,1 ml slin za minutu. To je také
duvodem, pro¢ jsou v této dobé zuby nachylné k napadeni mikroorganismy, stale se
vyskytujicimi v tstech.

Vyvolanou sekreci dochdzi k produkci 4 — 7 ml slin za minutu [2]. Celkové
mnozstvi vytvorenych slin je ddno podnétem, ktery salivaci vyvold a také tim, jak je
organismus hydratovany. Pouhy smyslovy vjem dobrého jidla, at uz ¢ichovy, zrakovy
nebo chutovy, dokonce i predstava dobrého jidla vede k salivaci. MnozZstvi sekreto-
vanych slin zavisi také na suchosti potravy. Vymeésuje se jich tim vice, ¢im je potrava
sussi. Nepiijemné silné slinéni zazivame pti zaludeéni nevolnosti predchazejici zvra-
ceni. V opaéném piipadé dochézi ke xerostomii. Napiiklad ve stresovych situacich
vy$Si nervova centra omezuji sekreci slinnych zlaz, coz zpusobuje sucho v tstech [13].
Pti vysychani sliznice st a hltanu spojené s pocitem zizné, tedy pii dehydrataci,

také klesa tvorba a produkce slin.

2.2.2 Slozeni slin

Za 24 hodin vymésuje dospély clovek asi 1,5 — 2 1 slin. Sliny jsou pH neutralni
az slabé alkalické, ale to jen v prubéhu sekrece. Jsou hypotonické. Oproti plazmé
vykazuji nizsi osmoticky tlak.

Kromeé vody, ktera je zastoupena z 99 %, se na tvorbé slin podili také ionty (HCOs,
I, K", CI', Ca*", fosfaty) a organické latky.

Ze slinnych zldz jsou uvoliovany zymogeny. Tato sekrecni granula jsou zdrojem
slinnych enzymu [1]. Z acindrnich bunék slinnych zlaz putuji sekreéni granula s en-
zymy az do vyvodu.

Zymogeny produkuji dva hlavni travici enzymy. Jednim z nich je a-amylaza. Jde
o jeden z nejhojnéji se vyskytujicich proteinu slin. Je zodpovédna za traveni cukri,
které je zahajeno v dutiné ustni. Pfeménuje mnoho nerozpustnych polysacharidu,
stépi naptiklad a-1-4-glykosidové vazby skrobu v mensi rozpustné jednotky. Jed-
nou z vyhod této funkce a-amylazy je, ze nedochézi k tvorbé substratu slouziciho
pro rust mikroorganismu [13]. Slinnd amyldza téz zvana ptyalin m& nejsilngjsi icinek
az v zaludku, kde je schopna ze sousta rozstépit az polovinu skrobu [14]. Poté se
na Stépeni Skrobu podili pankreatickd amyldza pusobici prevazné v tenkém stieveé.
Dalsi organickou komponentou produkovanou zymogeny je jazykova lipaza. Az 30 %

triacylglycerolu ptijatych z potravy, je rozstépeno na mastné kyseliny
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a 1,2-diacylglyceroly touto lipdzou [2]. Glykoprotein zvany mucin dodéva potravé
kluzky charakter a chrani tdstni sliznici. Vyznamnou funkci maji IgA, které jsou
hlavnimi protilatkami ve slinach. Dalsimi organickymi latkami s ochrannym tc¢inkem

jsou lyzozym, laktoferin a proteiny obsahujici prolin.

2.2.3 Tvorba slin

Priméarni slina se tvofi v acinarnich bunkach slinnych zlaz, vyvody je upravovana
a vylucovana do dutiny tstni jako slina sekundarni (Obr. 2.8).
Obecné je slina, kterd je vylucovana acinarnimi bunkami, izotonicka [1]. Obsahuje
Na®, KT, CI" a HCOj ionty, jejichz koncentrace piiblizné odpovid4 jejich koncentraci
v plazmé. Vmezefené buiiky tstici do acinti sloZenf slin méni. Dochézi k extrakei Na™
a Cl" a k piidavku K™ a HCOj iontti. Nebot jsou tight junction téméf nepropustné
pro vodu, stavaji se sekundarni sliny hypotonické [14]. Za béznych podminek jsou
sliny v dutiné tstni hypotonické a alkalické, bohaté na K™ a relativné chudé na Na™
a Cl" [1]. V piipadé zvysené rychlosti toku slin nedochézi ve vyvodech ke zméné

jejich slozeni. Napifklad u Addisonovy choroby je pomér Na® /K™ iontu zvysen.

acinus

zihavy vyvod

cr @ HCO,
A

vmezereny vyvod

Obrazek 2.8: Tvorba slin [2].

2.2.4 Nervové rizeni sekrece slin

Sekrece slin je fizena nervovym systémem [2]. K salivaci dochézi na zdkladée
podminénych a nepodminénych reflext. Jeji centrum se nachazi v prodlouzené mise.
Stimulaéni ucinek na slinné zlazy vykazuje jak parasympatikus, tak sympatikus.
V dusledku pusobeni parasympatiku dochazi k profuzni sekreci slin, které jsou vod-
naté a maji relativné nizky obsah organickych latek [1]. Zaroven dochézi k va-

zodilataci ve zlazach, jez je zavislda na mistnim uvolnovani vazoaktivniho intes-
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tindlniho peptidu. Poskozeni parasympatiku muze vést k atrofii slinnych zlaz. Sti-
mulace sympatiku vyvolava vazokonstrikei slinnych zlaz a sekreci mensiho mnozstvi
slin, které jsou bohaté na organické slozky. Pti poruseni sympatického nervu ne-
dochazi k zadnym vyznamnym zménam jako pii poskozeni parasympatiku.

Reflexni sekreci slin vyvolava potrava v tustech. Podminéné reflexy salivace lze

snadno vyvolat smyslovymi vjemy, jak jiz bylo uvedeno vyse.

2.3 Nemoci spojené s produkci kortizolu

Glukokortikoidy jsou jedny z hlavnich steroidnich hormonu, nezbytnych pro zi-
vot. Nadbytek nebo naopak nedostatek téchto hormonu zpusobuje zavazné poruchy

zdravi. Mezi né patii Cushingtiv syndrom a Addisonova choroba.

2.3.1 Cushingiv syndrom

Patti k onemocnénim zpusobenych dlouhodobou a nadmérnou sekreci kortizolu
[15]. Jednd se o pomérné vzacné onemocnéni [16]. Ukazatelem muze byt tézko kori-
govatelnd arteridlni hypertenze a znamky metabolického syndromu, zejména pokud
jsou navic pritomny nékteré typické znaky, jako je vzestup hmotnosti s centralnim
ukladanim tuku. Ten se muze také ukladat v oblasti obliceje, tim vznika dojem
buclatého mésicovitého obliceje. Oproti tomu mizi podkozni tuk na koncetinach
a dochdzi k atrofii svalll konéetin. Cetné jsou také kozn{ zmény. Kuze muze byt
ztenc¢enda, nachylnda k vytvareni hematomu, priznacéné jsou také strie purpurové
barvy. Objevuji se na stehnech, biise a na prsou. Castym piiznakem je také ple-
tora obliceje, akné, zhorsené hojen{ ran. Zeny mivaji poruchy menstruaéniho cyklu,
amenoreu, anovulaci az infertilitu, dale pak alopecii a znamky hirzutizmu vlivem
androgent. Malo ¢astym, ale vyskytujicim se, ptiznakem CS jsou psychické zmény,
jako jsou emocni labilita, vypadky paméti a depresivni stavy.

Pokud se jedna o tézké formy CS s rychlym pribéhem pii velmi vysokych kon-
centracich kortizolu, mohou byt pfiznaky znacné odlisné. Pacienti ubyvaji na vaze,
vznikaji u nich patologické fraktury z fidnuti kosti a obratlu.

Pivod CS miuze byt exogenni ¢ endogenni. Exogenni nebo také iatrogenni CS
je zpusobeny poddvanim suprafyziologickych davek glukokortikoidu [4]. Iatrogenni
CS se vyskytuje castéji nez CS endogenniho puvodu.

Endogenni CS se vyskytuje jen ziidka [15],[16]. Muzeme jej rozdélit na ACTH-
dependentni a ACTH-independetni.

V pripadé ACTH dependentni formy je produkce kortizoulu stimulovana nadpro-
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dukei ACTH v prednim laloku podvésku mozkového. CS muze byt nazyvan Cushin-
gova choroba. V takovém piipadé je nadprodukce ACTH zpusobena tumorem hy-
pofyzy. Ve vétsiné piipadu se jednéd o hypofyzarni adenom. Hyperplazie kortikot-
ropnich bunék ¢i karcinomy hypofyzy jsou ojedinélé. Dale muze dochézet k ektopické
produkci ACTH, kdy je nadprodukce zpusobena jinym vysoce malignim nadorem,
napiiklad malobunéénym karcinomem plic. Z nejmensi ¢asti je endogenni hyperkor-
tizolismus zpusobeny primarnimi karcinoidy kury nadledvin.

Mezi ACTH - independentni formy fadime tumory kury nadledvin. Autonomni
nadprodukce kortizolu je zpusobena unilaterdlnimi tumory nadledvin, nejcastéji ade-
nomy. Déle je nadmérnd produkce kortizolu zpusobena ektopickymi receptory v kufe
nadledvin. Ty jsou stimulovany hormony gastrointestinalniho traktu. Jde o nadpro-
dukci kortizolu v zavislosti na jidle.

ACTH - independentni hyperkortizolismus miuze byt také navozeny graviditou. Tato
forma vzniku nadprodukce je vSak velmi vzacna a odezniva bezprostfedné po po-

rodu.

2.3.2 Addisonova nemoc

Jednd se o vzacnou endokrinni poruchu, kterd je charakterizovana jako nedo-
statecnost kury nadledvin se snizenou produkci jejich hormont. Postihuje ptiblizné
1 ze 100 000 lid{ a muze se vyskytovat u vSech vékovych kategorii, u muzu a zen stejné
[17]. Prubéh Addisonovy choroby je ve vétsiné piipadu chronicky a jeji nelééeni muze
vést k adrenokortikalni krizi nebo-li Addisonské krizi. Priznaky hypokortikolizmu se
zac¢inaji projevovat az tehdy, kdyz je znic¢eno priblizné 90 % tkané kury nadledvin.

Addisonova choroba muze byt podle pii¢in vzniku rozdélena na dvé skupiny,
primarni a sekundarni Addisonovu chorobu. Primarni adrenélni insuficience je ¢asto
zpusobena autoimunitnim onemocnénim ¢i odstranénim nadledvin kvuli pritomnosti
nadoru, porusenim nadledvin traumatem a krvacenim nebo vysazenim trvale uzi-
vanych glukokortikoidu jako 1éciv [18], [15]. Primarni druh choroby m4 spiSe chro-
nicky prubéh. Hlavnimi ptiznaky tohoto typu onemocnéni je snizeni krevniho tlaku
a dehydratace, hyperkalémie ohrozujici stav srdce, snizena hladina sodiku a cukru,
ktera se projevuje predevsim u déti. Onemocnéni je také spojeno s hyperpigmen-
taci a zménou barvy pokozky, ke které dochazi pii zvysené hladiné ACTH, ktery
neni vychytavan z duvodu poskozeni kury nadledvin. Pigment je zvySeny v mistech,
ktera jsou vice vystavovana sluneénimu zafeni, jako je oblicej, ale také v mistech

jako jsou genitalie, fitni otvor nebo oblast prsnich dvorcu. Také se vyskytuji vyrazné
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zabarvené pigmentové skvrny na sliznici ust.

Sekundarni nedostatecnost nadledvin je zpusobena porusenim hypofyzy. Dochéazi
ke snizeni produkce a vylucovani ACTH, ktery nedostatecné stimuluje vylucovani
glukokortikoidu a vubec funkci nadledvin. Tato forma Addiosnovy nemoci neni do-
provazena hypotenzi ani zvySenou pigmentaci, jako je tomu u primérni insuficience.

Symptomy se vyvijeji a projevuji velmi pomalu. Casto jsou proto ptehlizeny
nebo podcenovény a zaménovany s mnoha méné zavaznymi onemocnénimi [19].
Zvysuje se chronicka unava, dochazi ke ztraté chuti k jidlu, bolestem hlavy, snizeni
krevniho tlaku, zvySené horecce a snizuje se srdecni rytmus. Nemocni si ¢asto stézuji
na gastrointestinalni problémy spojené s nechutenstvim.

Castym zptisobem prvni manifestace nedostatecnosti kiry nadledvin je addi-
sonskd adrenokortikalni krize [5], [15]. Jednd se o akutni hypofunkei kiry nadled-
vin. Dochéazi k ni pfi snizené hladiné vSech tii skupin kortikoidu, tedy glukokorti-
koidu, mineralokortikoidu a androgenu. Zaroven se zpétnou vazbou zvysuje koncen-
trace ACTH. Hlavnim duvodem vzniku akutni adrenokortikalni krize je nepomér
mezi potiebou a zdsobenim glukokortikoidy a rychly nitkovity tep [17]. Jednd se
o zivot ohrozujici krizi, mezi jejiz hlavni klinické symptomy patii bolesti bficha

a dolni ¢asti zad, snizeny tlak, zvraceni a prujem se znamkami dehydratace.

2.4 Laboratorni diagnostika

V diagnostice se pouzivaji laboratorni metody urcené ke zjisténi hladiny korti-
zolu z ruznych biologickych materidlu. Kortizol lze stanovit v séru, heparinizované
plazmé, moci a ve slinach. Kortizol se v krvi vyskytuje ve formé biologicky neaktivni,
tedy vézané z 92 % na transkortin. Pouze 8 % kortizolu je v krvi pfitomno volné
ve formé biologicky aktivni [3]. V dusledku cirkadidnniho rytmu, kterému kortizol
podléha, je maximalni koncentrace celkového kortizolu v krvi dosazeno kolem osmé
hodiny ranni [4]. Vecerni koncentrace je poloviéni oproti ranni. Naopak minimalni
koncentrace je dosazeno kolem pulnoci. Je tedy nutné znat dobu, kdy byl biologicky
materidl, ve kterém chceme kortizol stanovovat, odebran.

Stanoveni celkového kortizolu se v diferencidlni diagnostice vyuziva ke zjisténi
hyperkortizolizmu a hypokortizolizmu, poruch funkce kury nadledvin ¢i funkénosti
osy hypotalamus — hypofyza — kura nadledvin.

Volny kortizol se stanovuje v piipadé podezieni na CS [20], [21], [22]. Tedy
u pacientu obéznich, téhotnych zen, zen lécenych estrogeny ¢i uzivajicich HAK.

U lidi, ktefi trpi hypotyredzou ¢i mentalni anorexii.
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2.4.1 Stanoveni kortizolu v moci a plazmeé ¢i séru

Stanoveni kortizolu v moéi se provadi z 24 hodinového sbéru moci [15]. V ta-
kovémto vzorku je odbouran vliv cirkadianniho rytmu kortizolu. Ten se v moci vy-
skytuje jednak ve volné — biologicky aktivni formé, jednak ve formé metabolitu
a konjugatu. Volny kortizol je tedy nutné vytiepat do dichlormethanu a nasledné
odparit. Odparek je nasledné rozpustén v pufru. Tato forma stanoveni je vzdy spo-
jena s predupravou vzorku, ve kterém lze pak chromatograficky ¢ imunochemicky;,
protilatkami stanovit volny kortizol.

Dalsi metodou je stanoveni kortizolu v séru ¢i plazmé. Stanoveni kortizolu se

i pfes casovou a finanéni narocénost provadi z 99 % v téchto biologickych materidlech.

2.4.2 Stanoveni kortizolu ve slinach

Kortizol se ve slinach vyskytuje pouze v biologicky aktivni, tedy volné, formé.
Pro hladinu volného kortizolu ve slinadch je typicka korelace s hladinou volného
kortizolu v krvi a ddle nezdvislost na velikosti slinotoku [23]. Koncentraci volného
kortizolu ve slindch neovliviuji zmény koncentrace transkortinu v krvi. S ohledem
na to, ze se kortizol ve slinach vyskytuje pouze volny, odpada tak faze predupravy
vzorku.

Zvysend koncentrace slinného kortizolu stanovena v pozdnich no¢nich hodinéch jed-
noznacné diagnostikuje CS. Naopak koncentrace namérené v rannich hodinéch jsou
v normé a béhem dne se jiz vyrazné neméni. Stanoveni kortizolu ze vzorku slin ode-
branych o pulnoci jsou velmi citlivym ukazatelem pro diagnostiku CS [20]. Mnoho
studii ukazalo, ze citlivost méteni hladiny no¢niho kortizolu ve slinach je vétsi nez
90 % v porovnani s ostatnimi screeningovymi testy slouzicimi k diagnostice CS,
jako je stanoveni kortizolu z moci sebrané za 24 hodin nebo dexamethasonovy
supresni test. Stanoveni kortizolu ve slinach se také zacina vice pouzivat k diagnos-
tice adrendlni insuficience v souvislosti s nizkou hladinou slinného kortizolu a také

pfi monitoraci 1écby glukokortikoidy.

2.4.3 Techniky sbéru vzorku

Jednou z moznych, dnes jiz vSak méné pouzivanych alternativ sbéru slin, je
plivan{ a slintani pfimo do plastového sbérného kelimku [20],[21]. Aktivnim plivanim
je mozné ziskat az 1 ml vzorku za minutu. Tento pifimy shér m&a vsSak nékolik
nevyhod. Jednou z nich je naptiklad spolecenska bariéra. Samotné zpracovani ta-

kovych vzorku je pak také pomérné neptijemnym tkolem. Z praktického hlediska je
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pak sbér slin v tomto piipadé komplikovan nahlou suchosti v ustech. K odstranéni
tohoto problému se na jazyk aplikovala kyselina citronova, ktera zvysila slinotok
na 5 — 10 ml za minutu. Uzivani kyseliny citronové vsak muze ovlivnit imunoanaly-
tické stanoveni snizenim pH vzorku.

V soucasné dobé se vice vyuzivaji komerc¢né dodavané sbérné sety [21]. Ty byly
vyvinuty tak, aby usnadnily sbér slin a jejich naslednou analyzu, ke které postaci
malé mnozstvi vzorku. Zaroven zamezuji snizeni koncentrace analytu pti sbéru a jeho
nahodné modifikaci.

Nejbéznéjsim a nejvyuzivanéjsim zpusobem ziskdvani slin je systém salivet (Obr.
3.3). Jedna se o specidlni nddobky s tamponem. Diive dostupné tampony z po-
lyethylenu ¢i polyesteru byly v roce 2003 nahrazeny bavlnou. Pouziti je efektivni
a snadné. Tampon, ktery je soucasti zkumavky se vyjme a vlozi do tst. Po dobu
minimalné jedné minuty se zvyka tak, aby nasakl slinami. Alternativou je vlozit
tampon pod jazyk a ponechat jej v tstech delsi dobu nez pti zvykani. Tampon se
poté vlozi zpét do zkumavky, kterd se uzavie. Saliveta s takto odebranym vzorkem
je pripravena k okamzité centrifugaci ¢i ke zmrazeni. Stabilita vzorku je pét dni
v rozmezi dvou az osmi stupnu Celsia nebo tfi mésice pii minus dvaceti stupnich
Celsia. I z tohoto duvodu je nutné uvadét ¢as odbéru vzorku. Pii centrifugaci se
ziskd pouze ¢ira kapalina, muciny, které zpusobuji vazkost slin, zustavaji zachycené
v tamponu.

Odbér je nutné provadét vzdy pred vycisténim zubu [20]. Minimélné 30 minut
pred odbérem je zakazano jist a pit s vyjimkou vody. Zakazano je také koufeni,

nebot kutdci maji vyssi hladinu kortizolu ve slindch nez nekufaci.

2.4.4 Imunoanalytické metody

Pro stanoveni kortizolu v biologickych materidlech je typické vyuziti imunoche-

mickych metod. Jsou zalozeny na vysoce specifické vazbé mezi antigenem a pro-
tilatkou. Vyuzivaji se k méfeni nizkych hladin hormonu, vitaminu, nddorovych mar-
kert, 1éki nebo drog. Ke stanoveni stac¢i mald mnozstvi biologickych vzorku at uz
krve, plazmy, mo¢i nebo slin [25].
Imunochemie nabizi jednoduché, rychlé a velice citlivé, ve vétsiné piipadu snadno
automatizovatelné metody pouzitelné pro bézné analyzy. Imunochemické metody
obvykle nevyzaduji naroéné predupravy vzorku nebo drahé pristrojové vybaveni
[25].
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Obrazek 2.9: Saliveta [24].

Imunoanalytické metody mohou byt rozdéleny na kompetitivni a nekompeti-
tivni [26]. Kompetitivni metody jsou zaloZeny na soutézeni antigenu ze vzorku se
znacenym antigenem ze soupravy o vazebna mista na protilatkach, kterych je ome-
zené mnozstvi. Nekompetitivni, zvané téz sendvicové jsou zalozeny na vychytavani
antigenu ze vzorku mezi dvé protildtky v reakéni smési. Puvodni mnozstvi antigenu
je piimo umeérné detekovanému signalu.

Jako prvni se zacala pouzivat imunometoda s radioaktivné znacenymi slouceni-
nami, RIA (Radio ImmunoAssay) [25]. Nejbéznéji pouzivanou znackou je °T méné
pak °"Co a 3H. RIA je bézné vyuzivana jak v kompetitivnim uspofddani, tak v ne-
kompetitivnim. K separaci komplexu antigen — protilatka se pouziva srazeni poly-
ethylenglykolem a odsavani prebytecné kapaliny, ve které zustavaji nezreagované
znacené protilatky (IRMA (ImmunoRadioMetric Assay) — nekompetitivni systém)
nebo antigeny (RIA — kompetitivni systém).

Dalsi vyuzivanou metodou je EIA (Enzyme ImmunoAssay) [25]. Molekuly en-
zymu konjuguji s protilatkami, které se vazi na primarni komplex antigen-protilatka.
Po pridani vhodného substratu do reakce enzym katalyzuje produkci barevného
koneéného produktu, ktery muze byt kvantifikovan. Jako enzymova znacka slouzi
obvykle peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza. Vétsina komeréné dostupnych EIA
systému vyzaduje separaci specifickych antigenu z nespecifickych komplexu. Prikla-
dem takového systému je ELISA (Enzyme — Linked ImmunoSorbent Assay), kterd
je dostupna v kompetitivnim uspoiadani i nekompetitivnim.

Dalsi metodou je fluoroimunoanalyza. Sem patii metody, které ke znaceni po-
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uzivaji néjakou fluorescencni latku, naptiklad fluorescein. Pouzivaji se zde také oba
principy, tedy jak kompetitivni, tak nekompetitivni- sendvicovy zpusob.

Siroce pouzivand je také chemiluminiscenéni metoda. Chemiluminiscence je zalo-
Zena na emisi svétla, kterd nastane v okamziku, kdy substrat prechazi z excitovaného
do zakladniho energetického stavu [25].

Energie je uvolnovana pti chemickych reakcich, nejcastéji oxidacich. Vzhledem
k nizkym pozadim biologickych vzorku je chemiluminiscence vedle radioimunoanalyzy
nejvice citlivd imunometoda. Jako znacka se zde pouziva chemiluminofor, ktery nein-
terferuje v biologickém materialu a je stabilni. Nejbéznéji pouzivanym luminoforem
je akridinovy ester. Chemicka reakce produkujici svétlo je vyvoldna pridanim pero-
xidu vodiku v prostiedi hydroxidu sodného.

Pouzivané znaceni a metody separace komplexu antigen protilatka jsou obvykle
soucasti patentovaného postupu, ktery pouzivaji vyrobci imunoanalytickych sys-

tému.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Metodika

3.1.1 Princip metody

Slinny kortizol se stanovuje za pouziti kompetitivni imunoanalyzy s pifimou che-
miluminometrickou technologii na analyzatoru ADVIA: Centaur firmy Siemens. Kor-
tizol ze vzorku soutézi s kortizolem znacenym akridinovym esterem o vazbu na poly-
klonélni krali¢i protilatku proti kortizolu. Tato protilatka je vazdna na monoklondlni
mysi anti-kralici protilatku, ktera je kovalentné vazand na paramagnetické c¢astice.
Separace komplexu antigen — protilatka se provadi magneticky. Detekuje se chemi-
luminiscenéni signél vznikajici rozpadem akridinového esteru pusobenim peroxidu
vodiku po pridani alkalického roztoku. Mezi koncentraci kortizolu ve vzorku a rela-

tivnimi svételnymi jednotkami namérenymi analyzatorem existuje nepiima timeéra.

3.1.2 Reagencie

Regeneracni souprava Centaur Cortisol. Vlastni reagencie jsou v kazetach se

dvéma typy roztoku:

a) Solid Phase — krélici anti-kortizol protilatka vdzand na monoklonalni mysi
anti-kralici IgG protilatku, kterd je kovalentné vazana na paramagnetické ¢astice

v pufru s azidem sodnym a stabilizatory

b) Lite Reagent — kortizol znaceny akridinovym esterem v pufru se salicylatem

sodnym, azidem sodnym a stabilizatory

¢) Multi Diluent 3 — lidskd plazma s azidem sodnym — urc¢eno k Fedéni vzorku

s vysokou koncentraci

Do pouziti se skladuje pti 2 — 8 °C.

Stabilita do exspirace nebo 28 dni po prvnim pouziti ve stroji.
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Kalibrator E

Urceny ke kalibraci kortizolu. Lahvicky lyofilizovanych kalibratoru (2x2), které
se rozpousti v 5 ml redestilované vody. Pouzivé se pro rekalibraci kazdé nové Sarze

reagencii.
a) Low kalibrdtor — nizsi hladina
b) High kalibrator — vyssi hladina

Do pouziti se skladuje pii 2 — 8 °C. Stabilita do exspirace nebo 28 dni po rekonstrukei.
V analyzatoru je stabilita 4 hodiny.

ADVIA: Centaur Acid/base

Pomocné roztoky pro chemiluminiscencni detekci.
a) Acid obsahuje peroxid vodiku a malé mnozstvi kyseliny dusi¢né
b) Base obsahuje roztok hydroxidu sodného s detergentem

Stabilita do exspirace.

3.1.3 Pristroj

Pro stanoveni kortizolu ve slinach byl vyuzit analyzator ADVIA: Centaur od fir-
my Siemens, DE (Obr. 3.1). Tento analyzator je zaloZen na imunochemické chemilu-
miniscenci a je samostatnou jednotkou, ktera zahrnuje davkovani vzorku i reagencii,
inkubaci, detekci a automatické vyhodnoceni vysledku. Analyzator je urcen k ne-

ustdlému provozu. Reagencie ulozené uvniti maji vlastni chlazeny prostor.

Obrazek 3.1: Analyzator ADVIA: Centaur [27].
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3.2 Material

3.2.1 Analyzované latky

Analyzovanym vzorkem byl biologicky materidl — sliny. Sliny byly ziskavany
pifimym neinvazivnim odbérem od dobrovolnych dércu. Pro jedno stanoveni bylo
zapotiebi 20 pl vzorku, ale mrtvy objem, ktery je potfeba pro spravné pipetovani
analyzatoru je alesponn 150 pul vzorku. Na odbéru se podilelo 141 dobrovolniku
ve vékovém rozmezi 7 — 76 let. Zeny byly zastoupeny poctem sedmdesét sedm vzorki,
muzu se zucastnilo Sedesat ¢tyfi.

Dalsim odebranym biologickym materialem byla krev. Tento vzorek poskytlo
pouze dvanact ucastniku experimentu. Kazdému zucastnénému bylo odebrano 10 ml
krve, ktera byla po vytvoreni srazeniny centrifugovana dle béznych laboratornich

postupt, sérum bylo separovano a byl v ném stanoven kortizol.

3.2.2 Postup odbéru vzorku

Pro odbér slin bylo nutné dodrzet nékolik podminek: nejist a nepit, nekoutit
a necistit si zuby minimalné 30 minut pired odbérem. Tyto podminky byly nezbytné
pro samotny odbér, nebot jejich nedodrzeni by vedlo k znehodnoceni vzorku.

Odbér se provadél standardizovanou metodou slouzici k diagnostice a k monito-
rovani hladiny kortizolu, pfi které bylo vyuzito systému Salivette od firmy Sarstedt.
Tato metoda je vhodné diky své neinvazivnosti a mohou pii ni byt analyzovana
i mald mnozstvi slin s nizkymi hladinami kortizolu. Pii vyzkumu byly pouzity dva
typy salivet (Obr. 3.2). Saliveta s bilou i modrou zatkou je tvofena stejnymi ¢dstmi
(Obr. 3.3). Lisi se druhem buniciny, kterda pohlcuje sliny. Bilé salivety jsou tvoteny
bunic¢inou, ktera obsahuje malé mnozstvi kyseliny citronové a modré salivety, urcené

piimo k odbéru slin pro stanoveni kortizolu, obsahuji syntetickou bunic¢inu.
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Obrazek 3.2: Salivety.

Vzorky slin byly odebirany nasledovneé:

—_

. Vyjmuti buni¢iny ze zkumavky.

2. Vlozeni bunic¢iny do ust.

3. Prevalovani buni¢iny v ustech po dobu minimalné jedné minuty.
4. Vlozeni buniciny zpét do zkumavky.

5. Uzavteni zkumavky.

Ihned po odbéru byly vzorky uchovavany v chladu a do 48 hodin dopraveny do labo-
ratore. Zde se provedla centrifugace, 10 minut pii 6000 otackach a odstredéné sliny
se nasledné zanalyzovaly.

Odbér vzorku probihal po dobu nékolika dni. Odbéry probihaly ve dvou ¢asovych
rozmezich. Rano mezi sedmou a osmou hodinou, odpoledne mezi ¢tvrtou a patou
hodinou. Za ti¢elem stanoveni denniho profilu kortizolu dobrovolnici poskytli vzorky
slin v nékolika casovych intervalech a to: rano, individualné — bezprostiedné po pro-
buzeni, v poledne, odpoledne mezi ¢tvrtou a patou hodinou a o pulnoci.

Kazdému zucastnénému byl rozdan dotaznik s klicovymi udaji, ktery byl nepo-
stradatelny pro vyhodnocovani vysledku.

Vzorky krve byly odebirdny odbornym zdravotnickym personédlem (diplomovand
sestra Zdena Kynclovd). Paralelné s odbérem krve probihal i odbér slin. Krev byla
odebirdana do zkumavek se separa¢nim gelem. Po odbéru bylo ihned zajisténo chla-

zeni vzorku a do 48 hodin byly dopraveny do laboratofe k nésledné analyze.
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Obrazek 3.3: Jednotlivé ¢ésti salivety: a) zatka, b) bunic¢ina, ¢) vlozka, d) vzorkova
zkumavka [28].

3.3 Statistické postupy

K vytovieni grafu a statistickych tdaju byly pouzity programy Microsoft Excel
2010 a StatSoft, Inc. STATISTICA, version 10.
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4 Vysledky

4.1 Srovnani dvou typu salivet

Jednim ze stanovenych cili bylo porovnat dva systémy salivet. TTicet Sest dob-
rovolniku poskytlo vzorek slin sou¢asné do modré i bilé salivety. Tabulka 4.1 uvadi

parametry sledovaného souboru, ze kterych je vidét, ze oba systémy se od sebe lisi

nepatrne.

Tabulka 4.1: Parametry srovnavanych soubort

) [nmol/]]
pocet vzorku
prumér | medidn | minimum | maximum
bila saliveta 36 17,32 12,25 1,50 45,29
modra saliveta 36 17,29 12,39 1,50 56,59

Zavislost koncentrace slinného kortizolu na typu salivety je v grafu (Obr. 4.1)
vyjadiena rovnici regresni piimky f(x) = —1,077241,0603z. Z rovnice je patrné, ze

rozdil v hladinach slinného kortizolu naméfeny z obou typu salivet neni vyznamny.
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Zavislost koncentraci slinného kortizolu na typu salivet
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Obrazek 4.1: Graf zavislosti koncentraci slinného kortizolu na typu salivet.

4.2 Stanoveni meze stanovitelnosti

cvv s

pouzivanou metodou (tab. 4.2). Mez stanovitelnosti pro slinny kortizol byla posu-
nuta na 3 nmol/l z puvodnich 5,5 nmol/l, které byly stanoveny vyrobcem. VSechny

hodnoty nizsi nez 3 nmol/l1 jsou oznacovany < 3,0 nmol/l.
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Tabulka 4.2: Rozpis fedéni pro stanoveni meze stanovitelnosti pomoci recovery a
reprodukovatelnosti vybranych vzorku

Redéni Kortizol ﬁirgifoirj O}fglgi\;zzzé Recovery | Reprodukovatelnost
mol/1] | [nmol/] %] 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 1224
1:5 0,28 1,60 17,5
1:9 0,15 0,98 15,3

4.3 Srovnani séra a slin

Hladina kortizolu byla soucasné stanovena v séru a slinach. Z prilozeného grafu
(Obr. 4.2) je videét, ze koncentrace sérového a slinného kortizolu spolu koreluji. Bylo
splnéno ocekavani, ze vysoké hladiny kortizolu ve slindch odrézi vysoké hladiny

kortizolu v séru.
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Porovnani koncentrace kortizolu v séru
s koncentraci kortizolu ve slinach
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Obréazek 4.2: Graf porovnani koncentrace kortizolu v séru s koncentraci kortizolu
ve slinéch.

4.4 Stanoveni referenc¢nich intervalu

Pro stanoveni referenc¢niho intervalu byl pouzit 95% interval ve studované sku-
piné. Skupina 141 dobrovolniku byla rozdélena na zeny a muze bez rozdilu véku.
Zeny byly dale rozdéleny na skupinu zen, které uzivaji HAK a na skupinu zen, které
HAK neuzivaji. Vzorky slin byly odebirany ve dvou dennich dobach a to rano mezi
7.00 — 8.00 hodinou a odpoledne mezi 16.00 — 17.00 hodinou. Referenéni intervaly

jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3: Referen¢ni intervaly a statistické idaje jednotlivych skupin

Pocet Prumeér | Medidn | Minimum| Maximum| Percentil | Percentil
vzorku | [nmol/l]| [nmol/l]| [nmol/l] | [nmol/]] 0,025 0,975
zeny 16 27,90 24,16 14,23 44,59 15,47 44,17
HAK
rano
zeny 10 12,53 10,32 7,83 23,24 7,91 22.61
HAK od-
poledne
zeny bez 31 28,86 25,61 11,46 88,42 13,22 55,55
HAK
rano
zeny bez 20 11,07 11,57 3,90 17,17 3,99 16,61
HAK od-
poledne
muzi rano 38 29,11 26,09 14,67 65,34 15,83 47,73
muzi od- 26 11,52 10,35 3,96 39,56 5,17 25,39
poledne

Statistické udaje z vyse uvedené tabulky jsou graficky znazornény na obrazku 4.3.

Tabulka 4.4: Referen¢ni intervaly a statistické tidaje pro celkovy zkoumany soubor

Pocet Prumeér | Medidn | Minimum| Maximum| Percentil | Percentil

vzorku | [nmol/l|| [nmol/l}| [nmol/l] | [nmol/l] | 0,025 0,975
rano 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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Obrazek 4.3: Srovnani referencnich intervalu slinného kortizolu u zen a muzu.

L, Krabicové® diagramy zndzornuji minimdlni a mazximdlni hodnotu koncentrace
slinného kortizolu vZdy pro danou skupinu dobrovolniku a cas odbéru. V kaZdém
diagramu je zndzornéna prumérnd hodnota koncentrace slinného kortizolu typickd
pro danou skupinu. Cervend linie ohranic¢uje referenéni interval pro odpoledni kor-
tizol. Zelend linie ohranicuje referencni interval pro ranni kortizol.

4.5 Profily

V ramci této prace byly stanoveny hladiny slinného kortizolu v nékolika ¢asech
béhem dne. Vzorek poskytlo deset probandu, z toho Sest zen a ¢tyfi muzi, bez-
prostiedné po probuzeni, v poledne, odpoledne mezi 16.00 — 17.00 hodinou a o pul-
noci. Jednotlivé grafy (Obr. 4.4, 4.5, 4.6) znazornuji hladiny slinného kortizolu u jed-
notlivych osob.

Prubéhy kiivek ukazuji, ze koncentrace slinného kortizolu v jednotlivych ¢aso-
vych tsecich odpovidaji diurnalnimu rytmu, kterému kortizol podléha. A to jak
u muzi, zen s HAK i u zen bez HAK. Vyjimkou je jedna zena, ktera uziva HAK
(Obr. 4, zena 3). Pro tento profil jsou typické nizké hladiny slinného kortizolu po cely

den.
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Obrazek 4.4: Graf zavislosti koncentraci slinného kortizolu u Zzen s HAK na case.
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Obrézek 4.5: Graf zévislosti koncentrace slinného kortizolu u zen bez HAK na case.
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Obrézek 4.6: Zavislost koncentrace slinného kortizolu u muzu na c¢ase.
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5 Diskuze

5.1 Odbér materialu

Systém salivet, ktery byl pouzit pro odbér slin, prokazal fadu vyhod. Za nejvétsi

lze povazovat neinvazivnost odbéru. Ani u jednoho z darcu nevyvolal odbér zadné
fyzické ani psychické trauma. Vyhoda neinvazivnosti se potvrdila i pfi noc¢nich
odbérech, kdy rozespaly darce byl schopen bez stresu touto jednoduchou a nena-
rocnou metodou poskytnout samostatné pozadovany vzorek. Pravé samostatnost,
u dospélych pacientu a starsich déti, je bezesporu dalsim kladem této metody.
K urychleni vyzkumu ptispél i fakt, ze odbér mohl probihat soucasné od nékolika
darcu. Samotny odbér je ¢asové nenarocny. Nevyzaduje slozité pripravy ani dalsi
pracovni material.
Instrukce pro pouziti setu jsou jasné, na pochopeni jednoduché. Po spravném vy-
svetleni byli vSichni, jak mensi déti, tak staii lidé, schopni odbér samostatné provést.
Konstrukce zkumavek umoznuje snadnou manipulaci se vzorkem a to jak pti odbéru,
skladovani, tak i pfi transportu. Ani 24 hodinova prodleva mezi odbérem a centri-
fugaci neovlivnila vysledek.

Komplikace pii ziskdvani vzorku predstavoval lidsky faktor. Zejména dobro-
volnici ve véku 16 — 17 let nebyli vzdy zodpovédni v dodrzovani instrukei. Po sta-
noveni vzorku bylo patrné, ze studenti nesplnili 30 minutovy interval nejist, nepit,
nekoufit pfed odbérem. Tyto vzorky musely byt vyrazeny stejné tak jako v pripadé
odebraného malého mnozstvi slin. Tento problém nastal u nékolika mélo jedincu
starych 10 — 13 let.

Obtizné bylo rovnéz ziskavani dobrovolniku v pozadovaném rozsahu. Nékteii
osloveni nebyli ochotni poskytnout biologicky material. U nezletilych déti byl nutny
souhlas rodicu, ktefi nebyli vzdy k experimentu svolni. Tim se zna¢né zmensil pocet
Malo kdo byl ochoten podstoupit tuto invazivni metodu.

Vyse uvedené problémy byly ale spojeny pouze s touto praci. V praxi, kdy by
se jednalo o zdravi jednotlivych pacientu, by bezesporu odpadly. Je také ziejmé, ze
pii moznosti vybéru, by zvolili neinvazivni metodu.

K dispozici jsem meéla dva typy odbérovych salivet firmy Sarstedt. Systém salivet
(Sarstedt, Numbrecht, Germany) je nejbéznéji uzivany odbérovy material. Vhodn4
piiprava vzorku je dulezitd pro samotnou analyzu. Vzhledem ke stabilité kortizolu

mohou pacienti uchovavat vzorky slin pii teplotach 4 — 8 °C v béznych chladnickach
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az po dobu 7 dnu, nez jsou ke zpracovani doruc¢eny do laboratofe [29].
Konstrukéné jsou témér stejné, lisi se v barveé vicka (modra resp. bild) a v materialu,
do kterého jsou sliny nasdknuty (umeéld celuléza resp. bunicina). Salivety s modrymi
vicky jsou pfimo urceny k odbéru slin pro stanoveni kortizolu, protoze umély ma-
terial nemé kortizol pohlcovat. Prave jednim z cilt této prace bylo systémy porovnat.
Inder a jeho spolupracovnici zjistili, ze se pii pouziti ruznych odbérovych systému
stanovend hladina kortizolu 1isi, v nékterych piipadech az o 62 % [20]. Pfi porovnani
modré a bilé salivety vSak bylo zjisténo, ze hladiny slinného kortizolu se lisi jen nepa-
trné, jak naznacuje graf (Obr. 4.1). V modré saliveté byla dokonce prumérna hladina
kortizolu oproti bilé mirné snizena. Rozdil mezi namérenymi vysledky ale neni kli-
nicky vyznamny. Tato prace tedy nepotvrdila nezbytnost pouzivani specidlnich a tim
tedy i drazsich salivet pro stanoveni kortizolu ve slindch, piesto je mozné doporucit
je zvlast pro ptlnocni odbéry, kde je piedpokldddna nizké hladina kortizolu, kterd
by mohla byt na hranici meze detekce pouzivané metody.

Ve slindch lze vysetfovat kromé kortizolu a ACTH i fadu steroidnich hormonu,
jako jsou aldosteron, testosteron, dehydroepiandrosteron a fada dalsich. Z hormont
je ve slinach nejcastéji stanovovany praveé kortizol. Nejcastéji se sliny v bézné praxi
vyuzivaji pti orienta¢nim vysetieni na pritomnost drog, zvlasté pii silni¢nich kont-

rolach a kontroldach profesiondlnich ridicu.

5.2 Imunoanalytické vySetrovani

Hladiny slinného kortizolu se u pulnoénich odbéru pohybuji v nizkych hodnotéch.
Byla proto ovérena vhodnost analytického systému pro toto vySetifovani. Pro méreni
hladiny kortizolu byl vyuzivan analyticky systém ADVIA: Centaur od firmy Siemens.
Mez detekce pro sérovy a plazmaticky kortizol uvadénd vyrobcem je 5,5 nmol/l.
Kortizol, ale i dalsi hormony se bézné vysetiuji imunoanalytickymi metodami. Tento
zpusob se vyuziva kvuli vysoké citlivosti, rychlosti, jednoduchosti a hlavné kvuli
mensi finanéni naro¢nosti na piistrojové vybaveni. Jako referencni metoda se také
vyuziva tandemové hmotnosti spektrometrie s izotopovou diluci (IS LC/MS/MS).
Tato specificka a citlivd metoda umoziuje screening kompletniho profilu steroidnich
hormonu ze vzorku. Je vyuzivana spiSe pro experimentdlni ucely nez pro béznd
stanoveni v laboratofich nemocnic. Chromatografické metody v kombinaci s hmot-
nostni spektrometrii jsou finanéné narocné, a proto je jejich zavadéni do bézného
provozu omezeno obvykle jen na fakultni a specializovana pracovisté. Pro rutinni

vysSetfovani se stale pouzivaji metody imunoanalytické.
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Pro potieby stanoveni slinného kortizolu v ramci této bakalaiské prace bylo nutné
oveérit co nejnizsi mez stanovitelnosti ve slinach, tedy v materialu, ktery ma spise
vodnou nez sérovou matrici. Reprodukovatelnost byla stanovena pouze u dvou vzor-
ki. Hodnota pozadované reprodukovatelnosti byva v klinické laboratoti

CV (%) = 20,0 [30]. Tomuto kritériu vyhovél vzorek s prumérnou koncentraci
3,27 nmol/l (Tab. 4.2). Mez stanovitelnosti se podafilo posunout na 3 nmol/l.

Vsechny hodnoty nizsi nez 3,0 nmol/1 jsou tedy oznac¢ovény < 3,0 nmol/l.

5.3 Srovnani séra a slin

V ramci experimentu bylo provedeno orientacni srovnani hladiny slinného kor-
tizolu se sérovym. Z literatury [31] je zfejmé, Ze kortizol se ve slindch vyskytuje
pouze ve volné, biologicky aktivni formé, zatimco v séru je kortizol vazany na trans-
portni bilkoviny. Z tohoto duvodu neni srovnani zcela presné. I pfes tuto malou
nepiesnost experiment potvrdil, zZe hladina kortizolu ve slindach odrazi hladinu kor-
tizolu v séru. Tuto skutecnost zachycuje graf (Obr. 4.2). Experimentem prokazané
tvrzeni je shodné s tvrzenim uvedenym v publikacich [23], [31], [32], [33]. Stejné jako
uvadi literatura [23], [34], bylo vyzkumem potvrzeno, Ze stanoveni slinného kortizolu
muze nahradit stanoveni kortizolu v séru.

Kortizol se stanovuje zasadné v séru, plazmé a moci a to jak nativni, tak sbirané
za 24 hodin. Z téchto biologickych materidlu je provddéno 99 % analyz. Sliny jsou
pouze pomocny material ke stanoveni, ktery je vhodny. Dalsim moznym biologickym
materidlem, ze kterého lze kortizol stanovit, jsou vlasy [35], [36]. Prameny vlasi mo-
hou byt vyuzivany ke sledovani aktivity osy hypotalamus — hypofyza — kura nadled-
vin jak u klinickych pacientu, tak i u zvitat. Nékteré studie konstatuji, ze hladiny
kortizolu v jednotlivych ¢astech vlasu, které se lisi vzdalenosti od pokozky hlavy,
jsou uzivany jako ,kalendat“, ktery mapuje aktivitu osy hypotalamus — hypofyza —
kura nadledvin ubéhlou v predchozich fazich zivota pred odbérem vzorku. Méreni
koncentrace kortizolu ve vlasech je také vyuzivano ke sledovani chronického stresu.

Dalsim moznym, nestandardnim, biologickym materidlem pro hodnoceni koncen-
trace kortizolu v organizmu muze byt stolice [36]. Tento zpusob stanoveni hladiny
kortizolu se vyuziva prevazné u divokych zvirat, kterd diky tomu nemusi byt chycena
a uspana, méné pak u zvirat domacich. Naptiklad u psu se preferuje stanoveni korti-
zolu z chlupn, slouzici k diagnostice hyperkortizolizmu, nebo také stanoveni slinného
kortizolu [37]. Pro orienta¢ni srovnani bylo v rdmci této prace provedeno stanoveni

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 nedd usuzovat nic jiného, nez ze sliny jsou vhodny
materidl k odbéru i u psa a ze pro méteni této hladiny lze pouzit imunoanalytické

soupravy urcené k vySettovani u lidi, stejné jako je tomu u mnoha dalsich parametru.

5.4 Stanoveni referencnich intervalu

Referencni interval slouzi k orientaci 1ékate ve vysledcich pacienta. Kazdy vyrob-
ce imunoanalytickych systému doporucuje, aby referenéni intervaly byly stanoveny
kazdou laboratori samostatné. Z duvodu finanéni naro¢nosti neni toto stanoveni
vzdy mozno provést. V ramci feSeni grantu (IGA: NT 11 277 — 6, 2010 — 2015,
GIGH - 1021 - 00 — 6 — 0203) bylo mozné si referen¢ni interval stanovit. K tomu
bylo vyuzito 95% intervalu ze souboru sledovanych osob. Sekrece kortizolu podléha
diurndlnimu rytmu [4]. Na zdkladé tohoto faktu bylo nutno stanovit referenéni in-
tervaly rano a odpoledne. Odbéry probihaly mezi 6.00 — 7.00 rdno a v rozmezi
16.00 — 17.00 hodiny. Probandi byli rozdéleni na skupiny, a to na muze a zeny. Zeny
byly dale rozdéleny do dvou skupin. Na zeny, které uzivaji HAK a na zeny, které
HAK neuzivaji. Rozdéleni zen do dvou skupin bylo provedeno na zakladé literatury
[38], kterd uvadi, ze zeny uzivajici HAK maji zvysenou hladinu sérového kortizolu.
Hodnoty veskerych referenc¢nich intervalu jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Referenéni interval pro ranni kortizol u skupiny zen bez HAK byl 13,2 — 55,5 nmol/1,
zatimeco u zen s HAK byl interval stanoven v rozmezi 15,5 — 44,2 nmol/l. Na zdkladé
téchto hodnot je ziejmé, Ze rozdily v koncentracich slinného kortizolu u zen bez HAK
a u zen s HAK nejsou natolik velké, aby pro dalsi méfreni bylo nutno u zen uvadét,
zda antikoncepci uzivaji nebo ne. Je tedy mozné referenc¢ni intervaly pro obé sku-
piny zen spojit. Stejné tvrzeni plati i pro hladiny namétfené v odpolednich hodinach.
Odpoledni hodnoty pro zeny bez HAK jsou v rozmezi 4,0 — 16,6 nmol/l a u zen
s HAK byly odpoledni intervaly v rozmezi 7,9 — 22,6 nmol/l. Z téchto intervalu
je patrné, ze uzivani HAK nema vliv na hladinu kortizolu ve slinach. Toto tvrzeni
je shodné s publikaci [39], kterd mimo to také uvadi, ze slinny kortizol muze byt
vyuzivan pro monitorovani funkce nadledvin u zen, které HAK uzivaji. Ve slinach
se vyskytuje pouze volny kortizol, ktery uzivanim kontraceptiv neni ovlivnén jako
kortizol vazany na transportni bilkoviny, ktery mérime v séru nebo plazmeé.

U muzu byl stanoven interval ranniho slinného kortizolu 15,8 — 47,7 nmol /1. Odpo-
ledni hodnoty se pohybovaly v rozmezi 5,2 — 25,4 nmol/l, které jsou oproti rannim
hodnotam snizeny v dusledku cirkadianniho rytmu stejné, jako je tomu u odpo-

lednich intervalu ve skupinach zen.
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Pfi porovnani rannich hladin slinného kortizolu u skupiny zen bez HAK, zen s HAK
a u muzu, nejsou rozdily v referencnich intervalech témeétr patrné. Stejné tomu
je u referencnich intervali stanovenych z odpolednich vzorku slinného kortizolu.
V dusledku toho je mozné skupinu zen bez HAK, zen s HAK a muzu spojit v jeden
sledovany celek. Nutné je vsak zachovat ruzné referenc¢ni intervaly pro ranni a od-
poledni odbéry. U takto vzniklého velkého souboru byl stanoven referenc¢ni interval
pro ranni kortizol 14,3 — 46,2 nmol/l. Referenéni interval pro odpoledni kortizol byl
4,0 — 22,2 nmol/l. Referen¢ni intervaly tohoto zkoumaného souboru jsou uvedeny
v tabulce 4.4.

Referenc¢ni interval stanoveny v ramci této prace se nepatrné lisi od intervalu sta-
noveného Siminkovou a jejim tymem, ktery uvadi koncentrace ranniho kortizolu
6 — 30 nmol/l, [40]. Odchylka muze byt zpusobena pouzitou metodou stanoveni
pro dany hormon, citovana prace uzivala stanoveni kortizolu radioimunoanalyzou.
Simtinkovéa et al. uvad{ referencni interval 8,1 — 22,7 nmol/l, [39] . Neuvadi vsak,
v jakou hodinu byly vzorky odebrany. P¥i porovnéan referenc¢niho intervalu s intervaly
stanovenymi timto experimentem, by mohla byt hladina kortizolu 8,1 — 22,7 nmol/1
stanovena ze vzorku odebranych odpoledne. Tyto hodnoty jsou tedy témeér shodné
s hodnotami pro odpoledni slinny kortizol stanovenymi v ramci této prace. Autofi
Stone, Schwarz a kolektiv uvadi referen¢ni interval 3 — 25 nmol/l, [4]. Stejné jako
v predchozi publikaci neni uveden ¢as odbéru vzorku. Za predpokladu, ze se jedné
o odpoledni slinny kortizol, je patrné, ze se intervaly téméi shoduji.

Hodnota referenéniho intervalu pro ranni kortizol se od intervalu uvadéného Aarda-
lem a Holmem lisi nepatrné [41]. Zdroj uvadi, ze pro slinny kortizol odebrany v osm
hodin rdno jsou typické referenéni hodnoty 3,5 — 27,0 nmol/l. Hodnoty mensi nez
6 nmol/l jsou dle uvedeného zdroje typické pro slinny kortizol odebirany v deset
hodin vecer. Tato hodnota se od stanoveného intervalu lisf, nebot byl slinny korti-
zol odebiran v pozdéjsich hodinach oproti provadénému experimentu. Vétsina praci
se spiSe zabyva stanovenim referen¢nich intervalu pro ranni a noc¢ni kortizol. Noéni
slinny kortizol je v praxi vice vyuzitelny nez odpoledni a to pro diagnostiku CS.

Referen¢ni intervaly pro noéni kortizol jsou dale popsany v kapitole profily.

5.5 Profily

Stanoveni hladiny slinného kortizolu je napomocné pti odhalovani CS. Ze studii
20], [32], [34], [42], [43] vyplyv4, ze stanoveni kortizolu ve slindch se stalo nejvy-

znamnéjsim a nejvyhodnéjsim parametrem pro diagnostiku CS. Studie uvadi, ze
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citlivost a specifita tohoto stanoveni je az 90% v porovnani s ostatnimi diagnos-
tickymi testy, jako jsou dexamethasonovy supresni test, 24 hodinovy sbér moci nebo
stanoveni sérového kortizolu.

Pro diagnostiku CS jsou vyznamné hladiny ptlnoc¢niho kortizolu, které maji byt
diurnédlntho rytmu, kterému kortizol podléhd, jak uvadi lieratura, [34], [32], byl sta-
noven celodenni profil kortizolu u deseti, objektivné zdravych, osob. Jak je patrné
z grafu (Obr. 4.4, 4.5, 4.6), prubéh hladiny slinného kortizolu u téchto probandu
opravdu cirkadidannimu rytmu odpovida. Odchylky nejsou patrné ani u pulnoc¢nich
odbértu, které by mohly signalizovat piitomnost CS. Vyjimkou byl pouze jeden
dobrovolnik, jehoz profil byl atypicky. Vyznacoval se nizkymi hladinami kortizolu
v prubéhu celého dne. Cirkadidanni rytmus zde nebyl témét patrny. Byl doporucen
k vysSetteni na endokrinologii.

Stanovit spravné hladinu cut off pro pulnocni kortizol nebylo v této studii mozné
z duvodu malého poctu vzorku. Hodnota cut off se nejcastéji pohybuje kolem hod-
noty 9 nmol/l v zavislosti na pouzité metodé [42]. Ptesto je mozné konstatovat, ze
vechny pulnocéni vzorky mély hladinu slinného kortizolu nizsi nez 9 nmol/1.

V ramci experimentu uvedeného v publikaci [44] bylo provedeno srovnani hladin
no¢niho slinného kortizolu stanovenych elektrochemiluminiscenci (Roche Diagnos-
tics, Manheim, Germany) a IS LC/MS/MS. Prumérna koncentrace slinného korti-
zolu stanovend imunoanalyticky byla 4,4 nmol/l. Hodnota 1,8 nmol/l odpovidala
prumérné koncentraci slinného kortizolu, kterd byla namétena IS LC/MS/MS. Va-
riacni koeficient byl pii srovnani téchto dvou metod 11,6 — 40,4 %.

Pomoci IS LC/MS/MS je tedy mozné stanovit nizsi koncentrace vzorku. Pro imu-
noanalyzu Roche byla nalezena hladina cut off 8,9 nmol/l. Ani od této hodnoty se
nijak neodlisuji hladiny no¢niho slinného kortizolu stanovené v ramci této bakalarské

prace.
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0 Zaver

Hlavnim tématem této bakalaiské prace bylo stanoveni kortizolu ve slinach. Imu-
noanalyticky systém ADVIA: Centaur od firmy Siemens urc¢eny k béznému stano-
vovani kortizolu v séru, plazmé a moci byl shleddn i jako vhodny pro stanoveni
vzorki slinného kortizolu a to i vzorki mensiho objemu. Vysetfené hladiny slinného
kortizolu v rannich a odpolednich hodinach u skupiny zen neuzivajici HAK, u zen
uzivajicich HAK a u muzu umoznily stanoveni referenc¢nich intervalu u téchto jed-
notlivych skupin.

Vzhledem k podobnosti obou rannich a odpolednich skupin byl zvolen jednotny
referencni interval pro muze i Zeny, a to pro ranni kortizol 14,3 — 46,2 nmol/l a
pro odpoledni slinny kortizol byl referenc¢ni interval 4,0 — 22,2 nmol /1.

Pfi stanoveni denniho profilu kortizolu u 10 dobrovolniku bylo zjisténo, ze hladiny
slinného kortizolu v jednotlivych ¢éstech dne odpovidaji ocekavanému cirkadiannimu
rytmu kortizolu.

Dva porovnané systémy Salivette od firmy Sarstedt nevykazovaly podstatny
rozdil v namérenych hladinach slinného kortizolu a je mozné pro toto stanoveni
vyuzit oba typy salivet.

Z dosazenych vysledku vyplyva, ze misto invazivniho odbéru krve pro ucel sta-
noveni sérového kortizolu, lze pouzit v nékterych piipadech stanoveni slinného kor-
tizolu, nebot hladiny v séru a slindch spolu pomérné dobfe koreluji.

Mezi neoddiskutovatelné vyhody stanoveni kortizolu ve slindch patii samotny
odbér vzorku, ktery je neinvazivni. Pacient neni nijak zatézovany. Odbér se tak stavé
vhodnym zvlasté u déti nebo psychiatrickych pacientu. Volny kortizol muze byt
stanoven bez predchozi upravy vzorku. Je mozné provadét jednorazové stanoveni,
ale muze byt vicekrat opakovano béhem dne nebo noci. Pti no¢nich odbérech jsou

tak eliminovany stresory z odbéru.

46



Literatura

1]
2]

[9]

[10]

Ganog, W. F.; Prehled lékarské fyziologie. 20. preprac. vyd. Praha, Galén 2005.

Trojan, S.: Lékarskd fyziologie. 4. pteprac. vyd. Praha, Grada Publishing a. s.
2003.

Ledvina, M.; Stoklasova, A.; Cerman, J.: Biochemie pro studujici mediciny I1.
Praha, Karolinum 2009.

Stone, A. A.; Schwartz, J. E.; Smyth, J.; Kirschbaum, C.; Cohen, S.; Hellha-
mmer, D.; Grossman, S.: Individual differences in the diurnal cycle of salivary
free cortisol: a replication of flattened cycles for some individuals. Psychoneu-
roendocrinology 26, 295-306 (2001).

Kordac, V.: Vnitrni [ékarstvi I11. Praha, Avicenum 1989.

Wallace, 1.; Cunningham, S.; Lindsay, J.: The diagnosis and investigation of
adrenal insufficiency in adults. Annals of clinical biochemistry 46:5, 351-367
(2009).

Ledvina, M.; Stoklasova, A.; Cerman, J.: Biochemie pro studujici mediciny I.
Praha, Karolinum 2009.

Talabér, G.; Jondal, M.; Okret, S.: Extra—adrenal glucocorticoid synthesis: Im-
muneregulation and aspects on local organ homeostasis. Molecular and cellular
endokrinology, (2005).

Veldhuis, J. D.; Iranmanesh, A.; Naftolowitz, D.; Tatham, N.; Cassidy, F.;

Carroll, B. J.: Corticotropin secretory dynamics in humans under low gluco-

corticoid feedback. The journal of clinical endocrinology and metabolism 86:11,
5554-5563 (2001).

Ilnerova, H.; Sumova, A.: Vnitini casovy systém. Medicina pro prazi 8:9, 374—
378 (2011).

47



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

Silbernagl, S.; Despopulos. A: Atlas fyziologie ¢lovéka. 6. preprac. vyd. Praha,
Grada Publishing a. s. 2004

Arlt, W.; Stewart, P. M.: Adrenal corticosteroid biosynthesis, metabolism and
action. Endocrinology and Metabolism clinics of North America 34, 293-313
(2005).

Carpenter, G. H.: The secretion, components, and properties of saliva. Annual
rewiev of food science and technology 4, 267-276 (2013).

Kittnar, O.: Lékarskd fyziologie. Praha, Grada Publishing a. s. 2011.

Zima, T.. Laboratorni diagnostika. 2. pteprac. vyd. Praha, Galén, Karolinum
2007.

Durovecovd, V.; Krsek, M.: Cushingtiv syndrom—charakteristika, diagnostika a
lécba. Medicina pro prazi 6:6, 295-299 (2009).

Sarkar, S. B.; Sarkar, S.; Ghosh, S.; Bandyopadhyay, S.: Addison’s disease.
Conterporary Dentistry 3:4, 484-486 (2012).

Michels, A. V.; Eisenbarth, G. S.; Immunologic endocrine disorders. Journal of
allergy and clinical immunology 125, 226-237 (2010).

Chakera, A. J.; Vaidya, B.: Addison disease in adults: diagnosis and manage-
ment. The American journal of medicine 123:5, 409-413 (2010).

Inder, W. J.; Dimeski, G.; Russell, A.: Measurement of salivary cortisol in 2012—
laboratory techniques and clinical indications. Clinical endokrinology 77, 645—
651 (2012).

Groschl, M.: Current Status of Salivary Hormone Analysis. Clinical chemistry
54:11, 1759-1769 (2008).

Sakihara, S.; Kageyama, K.; Oki, Y.; Doi, M.; Iwasaki, Y.; Takayasu, S.; Mo-
riyama, T.; Terui, K.; Nigawara, T.; Hirata, Y.; Hashimoto, K.; Suda, T.: Eva-
luation of plasma, salivary, and urinary cortisol levels for diagnosis of Cushing’s
syndrome. Endocrine Journal 57:4, 331-337 (2010).

Perogarnvros, I.; Keevil, B. G.; Ray, D. V.; Trainer, P. V.: Salivary cortisone is a
potential biomarker for serum free cortisol. The journal of clinical endokrinology
and metabolism 95:11, 4951-4958 (2010).

48



[27]

[33]

[34]

[35]

<http://sarstedt.com/product-pics/133/3.jpg> [cit. 9. 7. 2013]

Koivunen, M. E.; Krogsrud, R. L.: Principles of immunochemical techniques

used in clinical laboratories. Labmedicine 37:8, (2006).

Sterm, P.: Obecnd a klinickd biochemie pro bakaldiské obory studia. 2. pieprac.
vyd. Praha, Karolinum 2011.

<http://www.healthcare.siemens.com/immunoassay /systems/advia-centaur-
xp> [cit. 4. 7. 2013]

<http://www.sarstedt.com/katalog/en-us/index.html# /50/> [cit. 4. 7. 2013]

Viardot, A.; Huber, P.; Jardena, J.; Puder, J.; Zulewski, H.; Keller, U.; Miiller,
B.: Reproducibility of night time salivary cortisol and its use in the diagnosis
of hypercortisolism compared with urinary free cortisol and overnight dexame-

thasone suppression test. The journal of clinical endokrinology € metabolism
90:10, 5730-5736 (2005).

Friedecky, B.; Sprongl, L.; Kratochvil, J.; Plzék, Z.: Doporuceni k provédeéni
validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratotich. Klinickd
biochemie a metabolismus 19:40, 36-44 (2011).

Perogamvros, I.; Ray, D. W.; Trainer, P. J.. Regulation of cortisol
bioavailability—effects on hormone measurement and action. Nature reviews,

advance online publication.

Raff, H.; Trivedi, H.: Circadian rhythm of salivary cortisol, plasma cortisol,

and plasma ACTH in edn-stage renal disease. Endocrine connections 1, 134—
142 (2013).

Dorn. L. D.; Lucke, J. F.; Loucks, T. L.; Berga, S. L.; Salivary cortisol reflects
serum cortisol: analysis of circadian profiles. Annals of clinical biochemistry 44,
281-284 (2007).

Wood, P.: Salivary steroid assays—research or routine?. Annual clinical bioche-
mistry 46, 183-196 (2009).

Meyer, J. S.; Novak, M. A.: Minireview: Hair cortisol: a novel biomarker
of hypotalamic—pituitary—adrenocortical aktivity. Endocrinology 153:9, 4120—
4127 (2012).

49



[36]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Bryan, H. M.; Adams, A. G.; Invik, R. M.; Wynne-Edwards K. E.; Smits J.
E.: Hair as a meaningful measure of baseline cortisol levels over time in dogs.

Journal of the american associationfor laboratory anmila science 52:2, 189-196
(2013).

Ouschan, C.; Kuchar, A.; Mostl, A.: Measurement of cortisol in dog hair: a

noninvasive tool for the diagnosis of hypercortisolism. Veterinary dermatology
24:4, 428-494 (2013).

Boisseau, N.; Enea, C.; Diaz, V.; Dugué, B.; Corcuff, J. B.; Duclos, M.: Oral
contraception but not menstrual cycle phase is associated with increased free
cortisol levels and low HPA axis reactivity. Journal of endokrinology investi-
gation, (2013).

Simunkova, K.; Starka, L.; Hill, M.; Kriz, L..; Hampl, R.; Vondra, K.:Comparison
of total and salivary cortisol in low—dose ACTH (Synacthen) test: influence of
three-month oral contraceptives administration to healthy women. Physiologi-
cal research / academia scientiarum 57, 193-199 (2008).

Simunkovd, K.; Stérka, L.; Duskova, M.; Hill, M.; Hampl, R.; Vondra,
K.:Soucasné moznosti vyuziti stanoveni steroidnich hormonu ve slindch. DMEV
12:3, (2009).

Aardal, E.; Holm, A. C.: Cortisol in slaiva-reference ranges and relation to cor-
tisol in serum. Furopean journal of clinical chemistry and clinical biochemis-
try: journal of the forum of european clinical chemistrysocieties 33:12, 927-932
(1995).

Putignano, P.; Toja, P.; Dubini, A.; Pecori, G. F.; Corsello, S. M.; Cavagnini,
F.: Midnight salivary cortisol versus urinary free and midnight serum cortisol

as screening tests for Cushing’s syndrome. The journal of clinical endokrinology
and metabolism 88:9, 4153-4157 (2003).

Kutsukake, N.; Tkeda, K.; Honma, S.; Teramoto, M.; Mori, Y.; Hayasaka, I.; Ya-
mamoto, R.; Ishida, T.; Yoshikawa, Y.; Hasegawa, T.: Validation of salivary cor-
tisol and testosterone assays in chimpanzees by liquid chromatography—tandem

massspectrometry. Americam journal of primatology 71:8, 696-706 (2009).

50



[44] Vogeser, M.; Durner, J.; Seliger, E.; Auernhamme, C.: Measurement of late—
night salivary cortisol with automated immunoassay systém. Clinical chemistry
and laboratory medicine: CCLM / FESCC 44:12, 1441-1445 (2006).

51



