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Hormony steroidowe stanowia grupg¢ zwiazkéw naturalnych, ktorych budowa op-
arta jest na czteropierscieniowym szkielecie weglowym bedacym pochodng 1,2-cy-
klopentanoperhydrofenantrenu (1). Klasyfikacja hormonéw steroidowych zalezna
jest od ich budowy oraz pelionych w ludzkim organizmie funkcji. Czlowiek pro-
dukuje pig¢ klas steroidow: glikokortykoidy, mineralokortykoidy, gestageny oraz
hormony ptciowe tj. estrogeny i androgeny. Zwiazkiem prekursorowym dla wyzej
wymienionych hormondéw jest cholesterol, ktéry w mitochondriach przy udziale de-
smolazy jest przeksztatcany do pregnenolonu. Pregnenolon jest zwiazkiem wyjscio-
wym do syntezy progesteronu i 17-hydroksypregnenolonu, z ktérych syntezowane
sa odpowiednio mineralokortykoidy, glikokortykoidy i androgeny. Androgeny sta-
nowig natomiast prekursory estrogenow. W cykl przemian biochemicznych prekur-
sorow zaangazowane sa enzymy zawarte w kompleksie cytochromu P450 (2).

Funkcja hormondw steroidowych jest regulacja dziatania okreslonych genow.
Aktywnos$¢ wyzej wymienionych zwiazkéw jest zwiazana z ich przytaczaniem sig
do wewnatrzkomoérkowych receptoréw cytoplazmatycznych oraz zapoczatkowy-
wania kaskady reakcji prowadzacych do wywotywania okreslonych efektow bio-
logicznych.

WYBOR MATERIALU DO BADAN

Analizy hormonow steroidowych moga by¢ prowadzone wykorzystujac zrozni-
cowany materiat biologiczny. Oznaczenia prowadzi si¢ w kale, ekstraktach z tka-
nek, ptynie owodniowym, wlosach oraz ptynach ustrojowych tj. we krwi, surowicy
1 osoczu, $linie oraz moczu (tab. I). Pierwsza grupa probek nie jest preferowana ze
wzgledu na konieczno$é skomplikowanej, pracochtonnej oraz czasochtonnej obrob-
ki materiatu (3).

Pobieranie probek krwi moze wigzaé si¢ ze wzrostem poziomu niektorych korty-
kosteroidow, wydzielanych we wzmozony sposob w trakcie odpowiedzi organizmu
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na stres (10). Co wigcej, analiza hormondow steroidowych we krwi moze by¢ zabu-
rzona przez pulsacyjne wydzielanie niektorych zwiazkéw w rytmie dobowym oraz
miesigcznym. Slina odznacza si¢ mato inwazyjnym sposobem pobierania probki,
jednakze stezenie steroidow w tej matrycy jest ok. 1000-5000 nizsze niz we krwi.
Wykorzystanie moczu jako zrodta probki do analizy hormonéw steroidowych jest
zatem wysoce uzasadnione. Pobor probek moczu jest nieinwazyjny oraz niestreso-
genny w odniesieniu do osocza i plazmy, a st¢zenie wyzej wspomnianych zwiazkow
jest stosunkowo wysokie. Dodatkowo w moczu mozna bada¢ petne profile hormo-
nalne jako, ze wydzielane sg w nim metabolity wiekszos$ci hormonow steroidowych
produkowanych przez organizm.

Tabela |. Przyktady oznaczania hormonéw steroidowych w wybranym materiale biologicznym
Table |. Examples of techniques used to determine steroid hormones in selected biological material

Materiaf badawczy Oznaczang hormony Techni.ka rozd;‘ielania .Odnos'nik
steroidowe i detekcji literaturowy
Mocz Androgeny, kortykosteroidy GC-MS/MS 4
Surowica Kortykosteroidy HPLC-RIA 5
Plazma Anaboliczne androgeny GC-MS/MS 6
Wiosy Anaboliczne steroidy GC-MS/MS 7
Tkanka ttuszczowa Androgeny GC-MS/MS 8
Mocz Ketosteroidy GC-FID 9

METODY STOSOWANE DO OZNACZANIA HORMONOW
STEROIDOWYCH W MOCZU

Metody immunoenzymatyczne sa stosowane w diagnostyce klinicznej najczesciej
do szybkich i rutynowych oznaczen poziomdéw hormonow steroidowych. Techniki
te bazuja na selektywnym wiazaniu czasteczek hormonow do przeciwciat. Dwie naj-
bardziej popularne metody to ELISA (ang. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
oraz RIA (ang. Radioimmunoassay).

W metodzie RIA wykorzystuje si¢ przeciwciata znakowane izotopowo (11). Po
zajsciu reakcji wigzania hormonu steroidowego z przeciwcialem przeprowadza sig
pomiary radioaktywnosci izotopu promieniotwodrczego. Do znakowania uzywa sig
m.in. izotopu '*’I, "“C, *H. Jeden ze sktadnikéw reakcji jest zwiazany z faza stala dru-
gi zas$ skladnik obecny jest w fazie ptynnej. Inna mozliwos$¢ to obecnos¢ obu sktad-
nikéw w roztworze. Wyznakowany antygen jest inkubowany z surowica, w ktorej
znajduja sie przeciwciata. Nastgpnie mierzona jest radioaktywnos$¢ danego kom-
pleksu. Dostgpne procedury oznaczen klinicznych tj. RIA lub ELISA umozliwiaja
analizy pojedynczych hormonow lub grup metabolitow zawierajacych charaktery-
styczng grupe funkcyjna tj. np. 17-keto-steroidy.

ELISA wykorzystuje przeciwciata poliklonalne lub monoklonalne skoniugowane
z odpowiednim enzymem (12). Antygen zostaje zwiazany z podtozem, po dodaniu
przeciwcial tworzone sa kompleksy immunologiczne. Nastgpnie, do roztworu do-
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daje si¢ substrat dla enzymu zwiazanego z przeciwcialem. Zachodzacym reakcjom
enzymatycznym czgsto towarzysza barwne reakcje, umozliwiajace wykrycie hor-
monow steroidowych. Obecnie, w celu zminimalizowania kontaktu z radioaktyw-
nymi izotopami, najczgsciej z technik immunochemicznych stosowana jest metoda
ELISA.

Techniki chromatograficzne sa najczesciej wykorzystywane do profilowania
hormonalnego, jako, ze wymaga ono wigkszej specyficznosci. Rozdziat zwiazkow
opiera si¢ o takie parametry, jak powinowactwo do fazy stalej, mas¢ czasteczkowa,
lotno$¢ lub polarnosé zwiazkdéw. Najbardziej popularnymi metodami badan stero-
idéw sa chromatografia gazowa (GC-FID), chromatografia gazowa potaczona ze
spektrometria mas (GC-MS), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
oraz chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometriag mas (LC-MS).

ZASTOSOWANIE METOD IMMUNOCHEMICZNYCH

W 2007 r. Hsing 1 wspdtpr. (13) wykorzystali metode RIA do oznaczania hormo-
néw steroidowych obecnych w surowicy oraz moczu zdrowych mezczyzn. Badano
w matrycy poziom 12 hormonoéw steroidowych z grupy androgenow tj. testosteron
1 jego metabolity oraz estrogenow. Autorzy zamiescili takze prownanie wynikdéw
wspomnianych analiz otrzymanych przy wykorzystaniu RIA oraz technik chroma-
tograficznych tj. GC-MS, LC-MS/MS.

Metod¢ RIA obok ELISA zastosowali Salih i wspotpr. w 2007 r. (14) podczas
badania poziomu m. in. 2-hydroksyestrogendw, 2-metoksyestrogendw, metabolitow
progesteronu, dehydroepiandrosteronu (DHEA) oraz testosteronu w osoczu i mo-
czu kobiet z zespotem policystycznych jajnikéw (PCOS). Wykazano, iz poziom
2-hydroksyestrogenow byl nizszy u pacjentek niz w grupie kontrolnej, co bylo uwa-
runkowane najprawdopodobniej obnizonym wydzielaniem transferazy katechol-O-
-metylowej. W trakcie analiz wykorzystano specyficzne przeciwciala wiazace si¢
z 17a-hydroksyprogesteronem, kity RIA dla testosteronu i DHEAS oraz metode
ELISA do oznaczania 2-hydroksyestrogenu i 16a-hydroksyestrogenu. Zastoso-
wano takze LC-MS (ESI) do pomiaréw 10 endogennie wystepujacych estrogendw
W moczu.

W 2005 r. Al-Dujaili i wspotpr. (15) wykorzystali metod¢ ELISA do opracowania
czulej i specyficznej procedury do wykrywania nandrolonu, anabolicznego steroidu
uzywanego w dopingu przez atletow, w moczu zdrowych ochotnikdéw. Potwierdze-
nie obecnosci nandrolonu w organizmie mozna stwierdzi¢ przez oznaczanie meta-
bolitéw: 19-norandrosteronu oraz 19-noretiocholanonu wydalanych z moczem. Do
badan wykorzystano koniugaty owczych przeciwciat IgG potaczonych z peroksyda-
za chrzanowa. W trakcie oznaczen zaobserwowano niespecyficzne reakcje krzyzo-
we przeciwcial z testosteronem i dihydrotestosteronem, ktore miescity si¢ w granicy
3% oznaczen. Poziom wydzielanego nandrolonu z moczem zostat okreslony u osob-
nikow poddanych i nie poddanych wysitkowi fizycznemu. Stwierdzono obecnos¢
nandrolonu zaréwno u 0s6b poddanych oraz nie poddanych ¢wiczeniom. Stwier-
dzono, iz obecnos¢ §ladowych ilosci tego hormonu w materiale biologicznym jest
spowodowana najprawdopodobniej przyjmowaniem steroidéw droga pokarmowa.
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Wplyw ketokonazolu na wydzielanie hormonéw steroidowych przez chorych
z syndromem Cushinga badali w 2007 r. Mortimer 1 wspotpr. (16). W pracy ozna-
czano za pomoca ELISA poziom hormondw steroidowych w moczu i plazmie przez
2 tygodnie u 8 pacjentdw cierpiacych na syndrom Cushinga i przyjmujacych dawki
ketokonazolu w ilosci 200 mg 4 razy dziennie. Stwierdzono, ze leczenie powiazane
byto ze spadkiem wydzielania wolnego kortyzolu oraz metabolitéw kortyzolu tj. te-
trahydrokortyzol, 5a-tetrahydrokortyzolu i tetrahydrokortyzonu wydalanych z mo-
czem. Wydzielanie metabolitdéw androgendéw tj. androsteronu, 115-hydroksyandro-
steronu 1 etiocholanolonu réwniez si¢ zmniejszyto. Analiza stosunkéw prekursorow
do produktéw wykazata, ze u pacjentéw z syndromem Cushinga ketokonazol wyraz-
nie hamowat dziatanie 114-hydroksylazy i 17,20-liazy, ale nie 17a-hydroksylazy.

Metode ELISA wykorzystal rowniez Onishi i wspotpr. (17) do oznaczenia w prob-
kach moczu 17-glukuronidu 5a-androstan-3a,174-diolu (androstanediol-17G). Wy-
korzystano przeciwciala krolicze przeciw 17-glukuronidowi Sa-androstan-3a,11a,
17-p-triolu oraz znacznik potaczony z peroksydaza chrzanowa. Metodg zastosowa-
no do probek moczu 407 mezezyzn oraz 322 kobiet, nalezacych do 11 grup wieko-
wych. Poziom androstanediolu-17G u obu plci byt wysoki w niemowlgctwie, spadat
w okresie dziecigcym i wzrastal w okresie dojrzewania. U dziewczynek w okresie
dojrzewania osiagal plateau, natomiast u chtopcéw wzrastat. Wykazano, ze andro-
stanediol wydzielany z moczem moze by¢ dobrym wskaznikiem androgenicznosci
oraz postepu procesu maskulinizacji w okresie dziecigcym oraz u starszych osobni-
kéw obu plci.

Wykrywanie syndromu ekotopowego wydzielania ACTH, trudnego do zdiagno-
zowania oraz odréznienia od zespotu Cushinga, opisali Illios 1 wspdtpr. w 2005
r. (18). Wsrod procedur potwierdzajacych wystgpowanie schorzenia, autorzy za-
stosowali m.in. oznaczanie dobowego wydzielania wolnego kortyzolu w moczu
(UFC) oraz 17-hydroksykortykosteroidéw (170H-KS) metoda RIA oraz immuno-
chemiluminometryczna. Okreslono wzrost wydzielania UFC u wszystkich pacjen-
tow przekraczajacy nawet 100-krotnie wartos$ci wydzielania wyznaczone w grupie
kontrolnej. W przypadku 170H-KS, dobowe wydzielanie tych zwiazkéw 20-krotnie
przewyzszalo wartosci charakterystyczne dla osob zdrowych. U chorych z syndro-
mem Cushinga, wartosci wydzielanego UFC byly 200-krotnie wigksze w stosunku
do grupy kontrolnej, a 170H-KS zblizone do wydzielania wspomnianych zwiazkéw
przez pacjentéw z syndromem ekotopowego wydzielania ACTH.

W 1993 r. Chiba i wspolpr. (19) opracowali metode oznaczania 18-hydroksykor-
tyzolu w moczu za pomoca ELISA. W tym celu immunizowano kréliki koniugatem
3-O-(karboksymetyl)oksymino-18-hydroksykortyzolu oraz albuminy bydlgcej. Na-
stepnie izolowano przeciwciata IgG i1 poddawano je biotynylacji. Do syntezy ko-
niugatéw zwiazanych z peroksydaza chrzanows wykorzystywano p-nitrofenylowe
estry oksymu. Po inkubacji probkami moczu, kompleks steroid-enzym wraz bioty-
nylowanym przeciwciatlem byt izolowany i przenoszony na plytki pokryte awidy-
na. Preoksydaza zwiazana z faza stata byla oznaczana kolorymetrycznie. Metoda
wykazywata wysoka specyficzno$¢ za wyjatkiem reakcji krzyzowych przeciwciat
z 18-hydroksykortyzonem. Wykazano przydatno$¢ opisanej procedury do przepro-
wadzania badan przesiewowych umozliwiajacych wykrycie pierwotnego aldostero-
nizmu.
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ZASTOSOWANIE METOD CHROMATOGRAFICZNYCH

Chromatografi¢ cieczowa zastosowata w 1997 r. Turpeinen i wspolpr. (20). Celem
badania bylo opracowanie metody umozliwiajacej oznaczanie wolnego kortyzolu
w moczu, bedacego jednym z markeréw choroby Cushinga, w obecnosci interfe-
rujacych lekéw przepisywanych chorym cierpiacym na wspomniane zaburzenie.
Za wzorzec wewnetrzny postuzyt metyloprednizolon. Przed analizami, probka byta
poddawana ekstrakcji do fazy stalej (SPE) na ztozu C,5. Nastgpnie rozdzial przepro-
wadzano przy wykorzystaniu kolumny LiChrospher 100 C,,, fazg ruchomg stano-
wila mieszanina metanolu, acetonitrylu oraz wody (43/3/54). Wyniki oznaczen za
pomocg HPLC poréwnano nastgpnie z analizami RIA. Druga metoda dawata wyniki
podwyzszone o 60%.

W 2007 r. oznaczaniem hormondw steroidowych w moczu zajmowali si¢ Janzen
1 wspolpr. (21), ktorzy badali za pomoca LC-MS/MS profile hormonalne u dzie-
ci z wrodzonym przerostem kory nadnerczy (CAH). Zaobserwowano, ze u cho-
rych dzieci poziom 21-deoksykortyzolu byt podwyzszony ze wzgledu na niedobdr
21-hydroksylazy, co wigcej poziom wydzielanego 17-hydroksyprogesteronu oraz
stosunek (21-F + 17-OHP)/F byt wyzszy u chorych niz w grupie kontrolne;.

Technik¢ GC zastosowali Luppa i wspdlpr. (22) do testowania funkcjonowania
osi przysadka-jajniki u pacjentek z zespotem policystycznych jajnikéw (PCOS).
W tym celu badano wydzielanie hormondw steroidowych w osoczu i moczu po
tescie nafareling. Wspomniane zwiazki byly ekstrahowane z moczu za pomoca
SPE przy wykorzystaniu ztoza C,; oraz NH,, a nastgpnie przeprowadzane do po-
chodnych trimetylosililowych (TMS). Badania wykazaly wzrost poziomu 17a-hy-
droksyprogesteronu, androstendionu, testosteronu oraz estradiolu w osoczu, a takze
allo-tetrahydrokortyzolu oraz 17a-hydroksypregnenolonu wydalanych z moczem
w grupie pacjentek z PCOS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wzrost wydzielania
wspomnianych steroidéw sugeruje zaburzone dziatanie osi przysadka-jajnik u pa-
cjentek z PCOS, badane zwiazki moga takze postuzy¢ jako specyficzne markery
charakterystyczne dla PCOS.

W 2007 r. Andrada i wspdtpr. (23) wykorzystali metodg GC-MS do okreslenia
wpltywu 4-tygodniowego programu ¢wiczen silowych na fluktuacje wydzielania
hormonoéw steroidowych w moczu zdrowych mgzczyzn. Badania wykazaty, ze po
programie wykonywanych ¢wiczen, ze wzgledu na dziatanie anaboliczne andro-
gendw, nastapit przyrost tkanki migsniowej. Bezposrednio po wykonywaniu serii
¢wiczen zaobserwowano spadek wydzielania androgenow z moczem, zwigzany
najprawdopodobniej z wykorzystaniem androgenow do wytworzenia anaboliczne-
go $rodowiska. Natomiast po zakonczeniu programu wykryto statystycznie istotny
wzrost wydzielania androgenéw w probkach moczu grupy badanej. Nie zaobser-
wowano jednak wzrostu wydzielania odznaczajacych si¢ katabolicznym dziataniem
kortykosteroidéw tj. tetrahydrokortyzolu oraz tetrahydrokortyzonu. Co wigcej, za-
obserwowano zmniejszenie wydzielania estrogenow. Stosunek androgenéw do kor-
tykosteroidow tj. (androstendion + DHEA)/(THE + THF) oraz (A+ E/THE + THF)
po zakonczeniu sesji ¢wiczen spadat, natomiast po zakonczeniu catego programu
wzrastal, wskazujac, czy reakcje zachodzace w organizmie sa anaboliczne czy kata-
boliczne. Na podstawie otrzymanych wynikéw wywnioskowano, ze wysitek fizycz-
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ny ma wptyw na funkcjonowanie osi podwzgorze-przysadka-jadra oraz podwzgé-
rze-przysadka nadnercza.

GC-MS zastosowat rowniez Shackleton i wspotpr. (24) do poszukiwania w mo-
czu cigzarnych kobiet nowych markerow syndromu Smith-Lemli-Opitza (SLOS),
ktéry odznacza si¢ u zarodkéw niedoborem 7-reduktazy 7-dehydrocholesterolu
(7DHC). Pomimo, ze mozliwe jest wykrycie schorzenia przez pomiar poziomu
7DHC w plynie owodniowym lub komoérkach kosmowki/tozyska, potrzebna jest
bardziej nieinwazyjna metoda. W badaniu oznaczano w moczu matek steroidy za-
wierajace wigzania nienasycone w pozycji 7 1 8. Wigkszo$¢ analizowanych zwiaz-
koéw zostata zidentyfikowana jako powszechnie wystepujace metabolity progeste-
ronu, ktére nie wykazywaty dodatkowych wiazan podwdjnych. Nie wykryto takze
nienasyconych homologow metabolitow kortyzolu. W probkach stwierdzono jednak
obecnos$¢ nienasyconych homologéw pregnantrioli tj. pregnan-3,16,20-triol oraz
pregnan-3,17,20-triol, ktére nie sa zwyczajowo obecne w moczu matek zdrowych
dzieci, moga zatem petni¢ funkcje markerow SLOS. Teori¢ ta potwierdza fakt, iz
jeden ze wspomnianych zwiazkdéw jest obecny w moczu dzieci oraz dorostych cier-
piacych na SLOS ijego wykrycie potwierdza wystgpowanie schorzenia u dojrzatych
osobnikow.

Metode wykrywania w moczu anabolicznych steroidéw zaprezentowali w 2004
1. Leinonen 1 wspotpr. (25). Celem badania byto okreslenie optymalnych warunkow
oznaczania 9 r6znych podstawionych w pozycji 17 alkilowych pochodnych anabo-
licznych steroiddw tj. 4-chlorodehydrometylotestosteron, danazol, fluoksymesteron,
formebolon, metandienon, oksandrolon oraz stanozolol, badz tez ich metabolitow
w moczu. Zwiazki ekstrahowane byly z probek za pomoca ekstrakcji ciecz-ciecz,
a nastegpnie oznaczane za pomocg LC/ESI-MS/MS. Kolumna wypetniona byta faza
stacjonarng C,q, natomiast faz¢ ruchoma stanowila mieszanina wody zawierajacej
0,01% kwas octowy oraz metanol (w stosunku 1:9). Rozdziat byt prowadzony me-
toda gradientowa. Zaprezentowana metoda charakteryzowata si¢ niskimi granicami
wykrywalnosci, wysoka selektywnoscia oraz precyzja. W 2001 r. Kao i wspolpr.
(26) zastosowali LC-MS/MS w celu zbadania wydzielania w moczu 6 metabolitow
szlaku kortykosteroidow u pacjentéw, u ktoérych za pomoca metod immunoenzy-
matycznych, wykryto wrodzony przerost kory nadnerczy (CAH), niedobér 115-hy-
droksylazy, niedobor 21-hydroksylazy oraz chorobe Addisona. U pacjentow z de-
fektem 114-hydroksylazy wartosci 114-deoksykortyzolu oraz 11-deoksykortykoste-
ronu w osoczu byly wyzsze niz wartosci dla grupy kontrolnej, a obecno$é kortyzolu
oraz kortyzonu w moczu chorych byta znikoma. U pacjenta z niedoborem 21-hy-
droksylazy wykryto podwyzszone stgzenie 17-hydroksyprogesteronu oraz bedace-
go markerem schorzenia 21-deoksykortyzolu, a takze obnizone stg¢zenie kortyzolu
i kortyzonu w osoczu. Po stymulacji kortykotroping (ACTH), kortyzol w osoczu
dramatycznie wzrdst (jako jedyny zwiazek), u pacjenta z defektem 21-hydroksy-
lazy nastapil wzrost 17-hydroksyprogesteronu, nie zauwazono wzrostu kortyzolu
w osoczu. U pacjenta z choroba Addisona nie byto wzrostu wydzielania kortyzolu
lub innych zwiazkéw w osoczu po stymulacji kortykotroping. Autorzy sugeruja, ze
LC-MS/MS jest technikg umozliwiajaca wykrywanie schorzen nadnerczy o charak-
terze endokrynologicznym.
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WNIOSKI

Oznaczanie hormondéw steroidowych w moczu umozliwia ich nieinwazyjng oraz
wysoce miarodajng analiz¢ w organizmie. W badaniach klinicznych, ze wzgledu
na mozliwos¢ prowadzenia szybkich i rutynowych analiz, najczgsciej stosowanymi
metodami badania powyzszych zwiazkow sa techniki immunoenzymatyczne (RIA,
ELISA) (27). Wspomniane metody sa jednak obarczone btgdem wynikajacym z re-
akcji krzyzowych, siggajacym 30% (28). Analiza hormonow steroidowych przy uzy-
ciu technik chromatograficznych, pomimo wymogu czasowego, sprzetowego oraz
bardziej skomplikowanej obrébki materiatu biologicznego niz w przypadku metod
immunochemicznych jest bardziej informatywna i umozliwia wyznaczenie petne-
go profilu hormonalnego badanych zwiazkow (29). Jest ona polecana szczegdlnie
w przypadku diagnozowania defektow lub niedoboréw enzymatycznych, zaburzen
metabolizmu oraz wrodzonych chordb o naturze endokrynologiczne;j.
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