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Hormony steroidowe, produkowane przez organizm sa pochodnymi cyklopentanoperhydrofenantrenu.
Prekursorem do ich biosyntezy jest cholesterol, ktory w wyniku dziatania enzymoéw mitochondrialnych
zostaje przeksztatcony do pregnenolonu. Nastgpnie produkt ten jest transportowany do cytosolu, gdzie
ulega przeksztatceniu do progeteronu. Jest on prekursorem wszystkich hormonow steroidowych.
Organizm ludzki wytwarza piet klas steroidow: mineralokortykoidy, glukokortykoidy, estrogeny,
gestageny i androgeny. Poszczeg6lne klasy hormonow roznia sie miedzy soba budowa oraz petnionymi
funkcjami. Posiadaja jednak wspblny mechanizm dziatania, ktory polega na bezposredniej regulacji
szyhkosci transkrypcji odpowiednich gendw. Dlatego tez, receptory hormondw steroidowych znajduja
sie wewnatrz komorek docelowych. Hormony wnikaja do komorki na drodze dyfuzji biernej lub
utatwionej, aby nastepnie potaczyt si¢ z odpowiednim receptorem Srodkomorkowym. Posiadajg one
dwa miejsca wigzania, do jednego z nich zostaje przylaczony hormon, do drugiego zas ni¢ DNA.
W zwiagzku z ich bezposrednim wptywem na ekspresje gendw, efekty dziatania tych substancji
uwidaczniaja sie po dtuzszym czasie (kilka godzin, a nawet kilka dni), jak rowniez utrzymuja sie
przez kilka dni (1).

Metody oznaczania hormonow steroidowych

Najczesciej hormony steroidowe oznaczane sa we krwi, zardbwno w surowicy jak i osoczu. Mozliwe
jest takze okreSlenie ich zawartosci w innym materiale biologicznym takim, jak: mocz, ekstrakty
tkankowe, ptyn owodniowy lub §lina (tab. 1) . Mimo, ze stezenie steryddw w ostatnim z wymienionych
materiatow jest duzo nizsze niz w pozostatych, zaleta pomiardw w $linie jest to, ze moze byt ona
pobrana w sposob nieinwazyjny oraz obserwowana jest wysoka korelacja z zawartoscia hormonow
we Krwi.

Metody oznaczania hormonobw steroidowych w §linie

Oznaczanie stezenia steroidow w §linie umozliwia nieinwazyjne badanie poziomu tych substancji, jak
rowniez stwierdzenie, czy ulega on chwilowym zmianom oraz w jakim stopniu. Przyktadowe procedury
analityczne stosowane w oznaczaniu tych substancji w §linie przedstawiono w tab. Il. Najczesciej
stosowanymi metodami sa metody enzymatyczne (EIA), gdzie wykorzystuje sie przeciwciata zwierzece
lub radioimmunologiczne (RIA) z uzyciem przeciwciat znakowanych radioaktywnie. Metoda EIA
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Tabela |
Przyktady oznaczania hormonoéw steroidowych w réznych materiatach biologicznych (2)
Table |
Examples of determinations of steroid hormones in various biological materials
Metoda lMatelrlaI Oznac;any Separacja Detekcja
biologiczny steroid
HPLC | Surowica Kortyzol Faza stacjonarna: kolumna z wypetnieniem Cig uv
Faza ruchoma: metanol/woda (50:50)
Plazma 17-OHP Faza stacjonarna: kolumna z wypetnieniem Hypersil uv
Progesteron | ODS
Faza ruchoma: acetonitryl/metanol/woda (25:25:50)
Kultury Kortyzol Faza stacjonarna: kolumna z wypetnieniem Apex ODS uv
tkankowe | Testosteron | Faza ruchoma: metanol/woda (gradient w zakresie od
DHEA 40 do 100% metanolu)
progesteron
Mocz Estradiol Faza stacjonarna: kolumna z wypetnieniem zelowym | Spektrofotometr
TSK ODS-120T fluorestencyjny
Faza ruchoma:
A matanol/ bufor fosforanowy (57:43)
B matanol/bufor fosforanowy (63:37)
TLC Tkanka Estradiol Faza stacjonarna: zel silikonowy 60 UV po uprzednim
tluszczowa | Progesteron | Faza ruchoma: chloroform/aceton (9:1) spryskaniu
17-OHP 10% H.SO,
Osocze Kortyzol Faza stacjonarna: zel silikonowy 60 UV po uprzednim
Faza ruchoma: chloroform/etanol/woda (90:10:2) spryskaniu mie-
szaning H,SO,
i etanolu (6,5:3,5)
GC Osocze Estradiol Faza stacjonarna: kolumna wypetniona zelem dimetylo- MS
silikonowym
Faza ruchoma: gazowy amoniak

polega na tym, ze okreSlony antygen zostaje zwigzany na podiozu. Nastepnie w czasie inkubacji
specyficzne przeciwciatlo zostaje zwigzane z antygenem. Kompleks antygen-przeciwcialo zostaje
ponownie poddane inkubacji z drugim przeciwciatem potaczonym z biotyna, ktora moze by¢ znakowana
fluorestencyjnie. Po zakofczonej reakcji caty kompleks zostaje poddana inkubacji w roztworze
streptowidyny zwigzanej z enzymem lub znakowanej Europem (Eu). Metoda RIA polega na bezposred-
niej inkubacji materiatu biologicznego z antygenem znakowanym izotopem, najczesciej '#I. Podczas
inkubacji nastgpuje wytracenie kompleksu znakowany antygen-przeciwciato, a nastgpnie mierzy si¢ jego
radioaktywnosc¢.

W praktyce Kklinicznej coraz czesciej wykorzystuje sie rowniez metody separacyjne wiaczajac w to:
chromatografie gazowa (GC) oraz rozne odmiany chromatografii cieczowej takie, jak wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia cienkowarstwowa (TLC). W metodach tych
ilosciowej detekcji sterydow dokonuje sie za pomoca detektorow ptomieniowo-jonizacyjnych, spektro-
skopii promieniowania elektromagnetycznego w zakresie Swiatta widzialnego, ultrafioletowego oraz
bliskiej podczerwieni, spektrofluorymetrii, spektroskopii mas oraz detektorow elektrochemicznych.

Metody separacyjne

W roku 1993 oznaczaniem hormondw steroidowych w $linie zajmowali sig Blom i wspotpr., ktorzy
okreslali wptyw przechowywania §liny na stezenie progesteronu i testosteronu. W tym celu Slinianki
ekstrahowano za pomoca octanu metylu, a nastgpnie przeprowadzono oznaczanie za pomoca chromato-
grafii cienkowarstwowej. Stwierdzono, ze §linianki wykazujg wiekszg aktywnost metaboliczng u mez-
czyzn niz kobiet, zarbwno w stosunku do progesteronu, jak i testosteronu (3).

Chromatografie cieczowa sprzezona ze spektrometrem masowym zastosowat w 2003 r. Jonsson
i wspotpr. (4). Celem badania byto okreslenie warunkdw potrzebnych do oznaczania stezenia kortyzolu
w $§linie. Jako standardu wewnetrznego uzyto kortyzolu znaczonego deuterem. Faza ruchoma sktadata
sie z metanolu i wody z dodatkiem 0,5% roztworu kwasu octowego, za$ kolumna byta wypetniona
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Tabela ll
Przyktadowe procedury stosowane podczas oznaczania hormonow steroidowych w $linie
Table Il
Examples of procedures used to determine steroid hormones in saliva
Detekcja Pismien-
Metoda Analizowany . nictwo
. Separacja :
analizy hormon (rocznik
inr)
TLC Progesteron | Metoda inkubacji z hormonami znakowanymi C** | Autoradiograficzna | 1993
Testosteron | Ekstrakcja octanem metylu 3)
Progesterone | Faza stacjonarna: zel silikonowy Aparat 1999
Rozpuszczalniki: pierwszy wymiar — dichlorometan- | scyntygraficzny a7
octan metylu (9:1), drugi wymiar — hexanol-hexan
(2:3)
LC —MS - MS| Kortyzol Kolumna 20 x 2,1 Spektrometria 2003
Faza stacjonarna: kolumna z wypenieniem Cg masowa (4)
Faza ruchoma: woda/metanol (50 : 50) z dodatkiem
kwasu octowego
RIA Metoda z uzyciem przeciwciat znakowanychl*?® Licznik y
HPLC Kortyzol Ekstrakcja z uzyciem rozpuszczalnikow organicz- uv 1994
nych i kolumny wypetnionej oktadecylsilanem (5)
Kortyzol Faza ruchoma: Fluorescencyjna 1995
A acetonitryl/woda (10:90) z dodatkiem cytrynianu (28)
sodu
B acetonitryl/woda (10:90)
C acetonitryl/woda (72,3:27,7)
Faza stacjonarna: kolumna z wypetnieniem Cis
GC - MS DHEA Faza ruchoma: etanol Spektrometria 2001
Faza stacjonarna: 50% fenylpolisiloksan masowa )
HPLC Kolumna 15 x 0,25 mm uv
Faza ruchoma:
A acetonitryl/woda (15:85)
B matanol
Faza stacjonarna: kolumna z wypetieniem Cig
EIA 17-OHP Nieizotopowa metoda immunologiczna z wykorzys- | Fluorestencyjna 1998
taniem poliklonalnej surowicy anty-17-OHP 8)
Kortyzol Metoda monoklonalnych przeciwciat mysich prze- | Fluorestencyjna 2002
ciw immunoglobulinom kréliczym IgG (11)
Kortyzol Test immunofluorestencyjny oparty na technologii | Fluorestencyjna 2005
TRACE 12)
RIA Testosteron | Metoda podwojnych przeciwciat znaczonych 112 Licznik y 1996
(14)
Progesteron | Metoda podwojnych przeciwciat znakowanych 1'% Licznik y 2000
(19)
Kortyzol Metoda z uzyciem przeciwciat znakowanych 1'# Licznik y 2004
Testosteron (26)
Kortyzol Metoda z uzyciem przeciwciat znakowanych '* Licznik y 2006
(27

faza stacjonarng Cs. Separacje steroidow przeprowadzono z uzyciem gradientu mieszaniny meta-
nol/woda z dodatkiem 0,5% roztworu kwasu octowego w zakresie od 50 do 100% metanolu w ciagu

3 min.

Inny typ chromatografii cieczowej zostat zastosowany w 1994 r. przez Saito i wspotpr., prowadzili
badania z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja UV przy dt. fali
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254 nm. Dotyczyty one okreslenia w Slinie i we krwi poziomu zwigzanego oraz wolnego kortyzolu,
gdzie stwierdzono wysoka korelacje pomiedzy zawartoscia tego hormonu w obu ptynach ustrojowych.
Badano réwniez poziom metabolitbw kortyzolu w moczu. Pokreslono przydatnos¢ wybranej metody
w badaniach klinicznych (5).

HPLC wykorzystali rowniez Vialard-Miguel i wspotpr. w 2005 r. Zajmowali si¢ oni wptywem
substancji, ktore podawane sg uczestnikom badah, aby spowodowa¢ wzrost wydzielania liny (6). W tym
wypadku dotyczyto to wptywu soku cytrynowego na detekcje kortyzolu. W celu potwierdzenia swojej
teorii postuzyli sie oni dwoma metodami analitycznymi. Ekstrakcje przeprowadzono za pomoca
dichlorometanu, a nastepnie do probek dodano steroidu znakowanego trytem. Stezenie hormonu byto
okreslane za pomoca RIA oraz HPLC z detekcja fluorestencyjna. Stwierdzono, ze w przypadku metody
radioimmunologicznej zakwaszenie §liny spowodowato zmniejszenie detekcji hormonu. W metodzie
chromatograficznej uzycie soku wptyneto tylko na zmniejszenie piku znakowanego steroidu.

W5rod metod separacyjnych wykorzystywana byta rowniez chromatografia gazowa. Za jej pomoca
badano stezenie dehydroepiandrosteronu (DHEA). Zaobserwowano, ze u 0sob chorujacych na depresje
wystepuje obnizenie poziomu tego hormonu, przy roéwnoczesnym wzroscie wydzielania kortyzolu.
Stwierdzono, ze podwyzszone stezenie kortyzolu moze powodowat trudnosci w nauce oraz zaburzenia
pamigeci. DHEA posiada wtasciwosci antyglukokortykoidowe, ktore moga wptywat hamujaco na
szkodliwe dziatanie kortyzolu i dziatat ochronnie na mozg. Ochronne dziatanie DHEA chciano rowniez
wykorzystat przy leczeniu choroby Alzheimera. Zaobserwowano, ze w przypadku wspomnianego
schorzenia nastgpuje wzrost poziom tego hormonu oraz jego gtownego metabolitu — 7a.-OH-DHEA.
Badania potwierdzajace te teorig przeprowadzili miedzy innymi Hill i wspotpr. w 2001 r. (7). Zajmowali
sie oni oznaczanie DHEA oraz jego metabolitu w §linie, przy pomocy GC-MS oraz we krwi z uzyciem
metody RIA. Ekstrakcje probek przeprowadzono za pomoca eteru dietylowego oraz etanolu, a jej
skutecznoSt zostata potwierdzona poprzez analize HPLC. Nastepnie steroidy zostaty upochodnione,
a ich stezenie oznaczono za pomoca chromatografii gazowej. W badaniu potwierdzono wysoka korelacje
pomiedzy stezeniami steroidow w obu ptynach ustrojowych, zarbwno dla DHEA jak réwniez jego
metabolitu, 7o.-OH-DHEA. Dodatkowo stwierdzono, ze produkcja omawianych steroidow jest wigksza
u mezczyzn niz u kobiet.

Metody nieseparacyjne

Wsrod metod nieseparacyjnych w celu oznaczenia poziomu steroidow stosowane sa metody
enzymatyczne (EIA) oraz radioimmunologiczne (RIA), (tab 11). W 1998 r. Dressendorfer i wspotpr.
oznaczali w §linie poziom 17-hydroxyprogesteron (17-OHP) za pomoca nieizotopowej metody im-
munologicznej z wykorzystaniem specyficznej poliklonalnej surowicy odpornosciowej anty-17-OHP,
biotyny potaczonej z 17-OHP, jako znacznika oraz sondy wtornej — streptowidyny znakowanej Europem
(Eu) (8). Detekcje wykonano metoda fluorymetryczna. Podczas badania okreSlono preferencyjne
poziomy tego hormonu dla roznych grup wiekowych oraz stwierdzono, ze wystepuje okotodobowy cykl
wydzielania 17-OHP charakterystyczny dla badanych probantow zalezny od wieku.

Podobng metode lecz z uzyciem przeciwciat zwierzecych i detekcja fluorestencyjna zastosowali
w 2000 r. Heuser i wspolpr. przy oznaczaniu stezenia kortyzolu w §linie (9). Badania te miaty na celu
okreslanie roli receptorow mineralokortykoidowych na wydzielanie tego hormonu u oséb starszych.
W tym celu probantom podawano spironolakton, a nastgpnie badano poziom ACTH oraz kortyzolu we
krwi i Slinie. Stwierdzono, ze u osbb starszych nastapit wzrost wydzielania kortyzolu, za5 ACTH
pozostato na statym poziomie. Podobnego wptywu spironolaktonu nie obserwowano u grupy kontrolnej,
ktora stanowity osoby miode.

Metoda EIA zostata rowniez wykorzystana przez Neudecka i wspotpr. w 2001 r., podczas oznaczania
wptywu deksametazonu na wydzielanie kortyzolu u chorych na bulimig (10). Oznaczanie prowadzono
w §linie za pomocg metody immunologicznej z detekcja fluorestencyjna, gdzie wprowadzono fluoresten-
cyjnie znakowana biotyne oraz streptowidyne znakowana Europem (Eu). Stwierdzono, ze poziom
kortyzolu nie ulegt zmianie lub tylko w nieznacznym stopniu, pod wptywem deksametazonu u chorych
na bulimie z niskim wskaznikiem masy ciata (BMI). W tej grupie badanych znalazty sie rowniez
kobiety, u ktorych wystapit w przesztosci chorowaly na anoreksje.

Wptyw deksametazonu na wydzielanie Kortyzolu byt réwniez badany w 2002 r. przez Baghai
i wspotpr. (11). W tym wypadku badaniu byli poddani pacjenci cierpiacy na depresje lub chorobe
afektywna dwubiegunowa. Wiadomo, ze w przebiegu tych chor6b nastepuje wzrost wydzielania
kortyzolu. Badanie miato na celu stwierdzenia w jakim stopniu terapia antydepresyjna wptywa na
obnizenie tego steroidu oraz potwierdzenie korelacji pomiedzy zmianami stezenia kortyzolu we Krwi
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oraz §linie. Oznaczanie bylo prowadzone za pomoca metody fluorestencyjno-immunologicznej z uzy-
ciem monoklonalnych przeciwciat mysich przeciw kroéliczej immunoglobulinie 1gG.

W 2005 r. Jacobs i wspotpr. oznaczali stezenie kortyzolu w $linie rdwniez za pomoca metody
immunologicznej (12). Badaniu poddane zostaty kobiety, ktore miaty za zadanie zbierat materiat
o roznych porach przez 5 kolejnych dni. Ochotniczki nie znaty jednak doktadnej godziny, a byly one
informowane za pomoca sygnatu z zegarka. Czas, jaki uptynat od sygnatu do wstawienia probki ze §ling
do lodéwki byt monitorowany. Stwierdzono, iz dzienny profil uwalniania kortyzolu nie roznit sie w tym
przypadku od wczesniej opisywanych w literaturze.

W 2005 r. Hucklebridge i wspotpr. porownywali cyklicznos¢ wydzielania kortyzolu oraz DHEA
(13). Oznaczanie to przeprowadzono w $linie, rowniez przy uzyciu metody immunologicznej (EIA).
Dla potwierdzenia otrzymanych wynikdw podobne badanie zostalo wykonane we krwi. W obu
przypadkach stwierdzono wysokg korelacje pomiedzy otrzymanymi wynikami. Potwierdzili oni, ze
krotko po przebudzeniu nastepuje wzrost wydzielania kortyzolu. DHEA wykazywat mniejsze wahania
w ciagu dnia i nie obserwowano réwniez wptywu przebudzenia na wzrost jego stezenia w plynach
ustrojowych.

Najpopularniejsza z nieseparacyjnych metod stosowanych w celu ilosciowego oznaczenia steroidow
w §linie jest metoda RIA. W roku 1996 Rilling i wspotpr. oznaczali testosteron u mezczyzn w roznym
wieku, w celu okreslenia korelacji pomiedzy jego stezeniem w §linie i krwi oraz mozliwosci oznaczania
biodostepnosci tego hormonu w obu ptynach ustrojowych (14). Zastosowang metoda analityczna byta
RIA z wykorzystaniem podwojnych przeciwciat znakowanych radioaktywnym jodem 2. Zostata ona
zmodyfikowana tak, by umozliwi¢ oznaczanie hormonu w $linie. Podczas badania stwierdzono, ze
mozliwa jest obserwacja zmian stezenia testosteronu zarowno we krwi, jak i $linie. Jednak oba ptyny
ustrojowe nie sa wyznacznikami biodostepnosci tego hormonu. Zauwazono réwniez, ze wystepuje
Scista, odwrotna korelacja pomigdzy zawartoscia globuliny (SHBG) wigzacej testosteron we krwi, a jego
stezeniem w §linie, co moze byt wykorzystane podczas badania biodostepnosci tego hormonu.

W roku 1998 Hucklebridge i wspotpr. (15) badali w $linie, przy uzyciu metody radioimmunologicz-
nej, wptyw zwiekszonego wydzielania kortyzolu na wzrost stezenia immunoglobuliny A oraz czy obie te
substancje wykazuja cyklicznost uwalniania. Stwierdzono, ze stezenie kortyzolu wzrastato w ciagu ok.
0,5 godz. po przebudzeniu, za§ immunoglobuliny w tym samym odstepie czasu wykazywato spadek.
Zauwazono rowniez, ze w ciaggu dnia wydzielanie obu tych substancji jest podobne.

W 1999 r. Gonzalez-Bono i wspotpr. zajmowali sie okreSlaniem wplywu nastroju na wydzielanie
testosteronu oraz kortyzolu (16). Badania zostaty przeprowadzone na dwoch druzynach koszykarzy,
u ktorych badano stezenia hormonodw w §linie po zakohczeniu meczu. Poziom testosteronu byt okreslany
za pomoca metody RIA. Probki Sliny po pobraniu ekstrahowano eterem. Nastepnie supernatant
oddzielono poprzez wymrozenie. Po odparowaniu dodano testosteronu znakowanego jodem %I
i przeniesiono do roztworu zawierajacego specyficzne przeciwciata. Inkubacja zostata przeprowadzona
w temp. 37°C przez 2 godz., a nastgpnie oznaczono poziom hormonu, uzywajac licznika promieniowa-
nia gamma (y). Procedura dotyczaca oznaczania kortyzolu w $linie byla podobna. Do probki Sliny
znakowanego kortyzolu i jednogodzinnej inkubacji ze specyficznymi przeciwciatami kroliczymi. Pod
koniec dodano polietylenoglikol i odwirowano probki, a nastgpnie oznaczono poziom promieniowania
gamma. Nie stwierdzono znaczacego wzrostu wydzielania hormonéw pod wplywem zmieniajacego sig
u sportowcow nastroju zarbwno w przypadku zwyciezcow, jak i pokonanych. Niewielki wptyw na
stezenia testosteronu odnotowano wraz z dtugoscia trwania meczu i jego wynikiem. Wzrost wydzielania
tego hormonu odnotowano u zwyciezcow, za$ jego spadek u pokonanych. Natomiast stezenie kortyzolu
nieznacznie wzrastato u obu druzyn.

Natomiast Laine i wspotpr. rowniez 1999 r. badali zmiany stezenia progesteronu i jego metabolitow
w $linie podczas jej przechowywania (17). W tym celu probki zostaty podzielone na dwie czesci.
Pierwsza z nich byta poddana inkubacji ze znaczonym progesteronem bezpoSrednio po jej otrzymaniu.
Druga czes¢ najpierw byta wirowana, a nastepnie supernatant zostat poddany inkubacji. Pozostaty osad
byt zamrozony na dwa miesigce, aby po tym czasie mogt by¢ rozmrozony i uzupetniony do obj. 5 cm? za
pomoca buforu sacharozowego i poddany inkubacji z radioaktywnym progesteronem. Po inkubacji
probki zostaty oczyszczone za pomoca chromatografii cienkowarstwowej, a nastepnie trzykrotnie
ekstrahowane octanem metylu. Faza wodna, w ktorej mogly znajdowat sig¢ rozpuszczalne w wodzie
pochodne steroidow, zostata poddana analizie za pomoca [-spektometru. Faza organiczna zostata
poddana ponownemu rozdzieleniu za pomoca metanolu i hekanu. Dzigki czemu otrzymano oddzielnie
wolne steroidy oraz ich lipidowe metabolity. Nastepnie wszystkie trzy grupy zwiazkow zostaly
oznaczona za pomoca scyntylatora. Frakcja wolnych steroidow podlegata dalszym badaniom przy
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uzyciu TLC. Jako rozpuszczalniki zastosowano dichlorometan i octan metylu (9:1) w pierwszym
wymiarze oraz hexanol — hexan (1:3) w drugim. Autoriadiogramy zostaty wykonane na btonach
rentgenowskich podczas 30-dniowej ekspozycji. Po wybarwieniu plam za pomoca mieszaniny etanolu,
bezwodnika octowego i kwasu siarkowego mierzono ich radioaktywnos¢t scyntylatorem. Badaniem tym
udowodniono, ze §lina posiada nieznaczne wiasciwosci metaboliczne mogace wptywat na zawartosc
hormondw. Szybkos¢ zachodzacych w niej reakcji rozktadu zalezy od ilosci komorek zawartych
w probce.

Badanie kortyzolu w potaczeniu z oznaczaniem poziomu DHEA w $§linie za pomoca metody RIA,
zostato prowadzone u 0sob chorych na depresje przez Michael i wspotpr. w 2000 r. (18). Miato ono na
celu stwierdzenie, czy u chorych z tym schorzeniem, oprocz zwigkszonego wydzielania kortyzolu,
nastepuje rowniez wzrost stezenia DHEA. W5rdd ochotnikow znajdowaty sie za rowno osoby chore, jak
tez bedace w remisji, za$ probe kontrolna stanowili zdrowi ochotnicy. Stwierdzono, ze stosunek molowy
kortyzol/DHEA byt wyzszy u osdb chorych na depresja. Jednakze stezenie samego DHEA nie byto
podwyzszone, co mogto by¢ spowodowane stosowaniem przez probantow lekdw przeciwdepresyjnych.
Silnie za$ byt zaznaczony wzrost wydzielania drugiego z badanych steroidow. Potwierdzono rowniez
wysoka korelacje pomiedzy wynikami badania zawartosci hormonow w §linie oraz we krwi. Oznaczanie
kortyzolu w S§linie zostato przeprowadzone przy uzyciu enzymatycznie znaczonego immunosorbentu.
DHEA byt oznaczany metoda radioimmunologiczna, poprzedzona ekstrakcja probki w mieszaninie
hekanu i eteru (4:1).

W roku 2000 Hausmann i wspotpr. zajmowali sie wptywem progesteronu na wystepowanie asymetrii
mozgu (19). Badaniu zostaty poddane trzy rozne grupy osob (mtode kobiety normalnie miesigczkujace,
mtodzi mezczyzni oraz kobiety w okresie menopauzy). Oznaczanie progesteronu w $linie prowadzone
bylo z wykorzystaniem metody RIA, ktbra przystosowano do prowadzenia badah w tym ptynie
fizjologicznym poprzez wydtuzenie czasu inkubacji oraz zwigkszenie uzytej probki. Stwierdzono, ze
wystepuje znaczaca interakcja pomiedzy stezeniem tego hormonu, a zachodzacymi zmianami w mozgu.
Najbardziej wptyw ten uwidocznit sie u miodych kobiet, u ktérych wystepuja duze wahania wy-
dzielanych hormondw podczas cyklu. Przypuszcza sig, ze progesteron wywiera wptyw na lateralizacje.
Jego wysoki poziom polepsza prace lewej potkuli mézgu oraz zmniejsza asymetrie pomiedzy potkulami.
U pozostatych badanych grup, gdzie poziom progesteronu nie ulega tak duzym wahaniom nie
stwierdzono roznic w lateralizacji.

W roku 2001 Johansson i wspotpr. wykorzystali metode RIA, podczas oznaczania stezenia kortyzolu
w §linie u chorych na dystrofig migsni (20). Badali oni zaburzenia wydzielania i metabolizmu kortyzolu
oraz ACTH, wynikajace z genetycznych mutacji enzymow uczestniczacych w tych procesach. Oznaczali
oni rowniez stezenie kortyzolu we krwi oraz jego metabolitbw w moczu. Stwierdzono, iz u chorych na
dystrofig, za rowno u mezczyzn jak i u kobiet, wystepuje podwyzszony poziom kortyzolu. Nie ulega
natomiast zmianie wydzielanie ACTH.

W 2001 r. Gréschl i wspotpr. prowadzili badania nad wptywem przechowywania $liny, jak rowniez
zawartych w niej substancji takich jak jedzenie, czy dostarczanych podczas higieny jamy ustnej na
wyniki oznaczanych hormondw (21). Okre$lali oni poziom Kortyzolu, progesteronu oraz jego metabolitu
17-OH-progesteronu za pomoca metody RIA zmodyfikowanej tak, aby mozliwe byto prowadzenie
badah w §linie. Dowiedli oni, iz na wydzielanie omawianych hormondw nie miato wpltywy ani jedzenie
zawarte w pobranej Slinie, ani tez codzienna higiena jamy ustnej. Natomiast znaczacy spadek poziomu
steroidow stwierdzono w probkach, ktore byly przechowywane w réznych warunkach przez okres
3 tygodni.

Metoda RIA zostata rowniez wykorzystana przez Berg i wspotpr., ktorzy w 2001 r. badali zmiany
testosteronu, kortyzolu i estradiolu u mezczyzn, podczas trwajacej cigzy u ich partnerek (22). Probki
sliny byly pobierane przez caly okres ciazy oraz 3 miesigce po urodzeniu sie dziecka. Badanie
testosteronu i kortyzolu bylo przeprowadzone przy uzyciu radioaktywnego jodu i metody RIA.
Przeciwciata uzyte podczas inkubacji mogly rozpoznat¢ zardbwno wolne jak i zwigzane z biatkami
steroidy. Jednakze oznaczanie hormondw w $linie wykluczato frakcje zwigzana. Oznaczanie estradiolu
zostato natomiast przeprowadzone przy uzyciu RIA, w ktorej wykorzystano przeciwciata znakowane
Trytem (*H). Ekstrakcje probek przeprowadzono przy pomocy eteru dietylowego. Na podstawie
przeprowadzonych badah stwierdzono, u mezczyzn podczas trwania cigzy ich partnerek nastepuje
spadek wydzielania testosteronu oraz kortyzolu. Przy czym na tydzieh przed planowanym rozwigzaniem
u niektorych z nich nastepowat wzrost wydzielania kortyzolu. Jednocze$nie zauwazono wyzsze stezenie
estradiolu u mezczyzn podczas trwania cigzy. Jednakze w niektorych przypadkach poziom ten ulegat
obnizeniu okoto 6smego miesiaca cigzy i ponownie wzrastat po narodzinach dziecka. Nie sa znane
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przyczyny zmian hormonalnych wystepujace w organizmach mezczyzn. Przypuszcza sig, iz ma to
zwiazek z przygotowaniem organizmu do petnienia roli ojca.

W 2002 r. Young i wspotpr. zajmowali sie oznaczaniem kortyzolu i DHEA w §linie (23). Badanie
dotyczyto stezenia tych hormonbw u o0sob z depresja nie stosujacych lekow. Stwierdzono, ze
podwyzszone stezenie kortyzolu moze powodowat trudnoSci w nauce oraz zaburzenia pamigci.
DHEA posiada wiasciwosci antyglukokortykoidowe, ktore moga wptywat hamujaco na szkodliwe
dziatanie kortyzolu i dziatat ochronnie na mozg. Badanie potwierdzito, ze u osob z depresja, u ktorych
nie stosowano farmakoterapii wystepuje podwyzszone stezenie DHEA, co moze byt wykorzystane jako
wskaznik podczas diagnozowania tego schorzenia. Mozliwe jest rowniez podawanie tego zwigzku
w celu ograniczenia deficytu poznawczego w depresji. Oznaczanie zostato przeprowadzone przy
pomocy metody radioimmunologicznej, poprzedzonej ekstrakcja w mieszaninie hexanu i eteru (4:1).

Whplywem progesteronu na stezenie innych substancji w ustroju zajmowat sie¢ w 2002 r. Groschl,
ktory okreslat sie korelacje pomiedzy wydzielanym steroidem a leptyna (24). Obie substancje ozna-
czane byly w §linie za pomoca metody RIA. Badaniu zostaly poddane mtode kobiety, regularnie
miesiaczkujace. Stwierdzono, ze wydzielanie leptyny odznacza sie cyklicznocia. Najnizsze stezenie
tego zwiagzku wystepuje podczas fazy folikularnej. Najwyzsze natomiast w fazie lutealnej, pomigdzy 15
a 17 dniem cyklu. Wydzielanie progesteronu charakteryzuje sie rowniez cyklicznoscia, a wzrost
wydzielania przypada pomiedzy 15 a 26 dniem. Zaobserwowano rowniez duza korelacje pomiedzy
stezeniem obu wydzielanych substancji. Przypuszcza sig, iz leptyna odgrywa wazna role w procesie
rozmnazania, gdyz wykazuje dziatanie proliferacyjne na komorki, a jej receptory wykryto miedzy innym
w endometrium.

Natomiast w roku 2003 Elzinga i wspotpr. wykorzystali metode RIA podczas badania wptywu
stresujacych przezy¢ na wzrost wydzielania kortyzolu (25). W doSwiadczeniu uczestniczyty kobiety,
ktore w dziecihstwie lub miodosci doSwiadczyty przemocy. Oznaczanie steroidu prowadzono w §linie
z wykorzystaniem przeciwciat znakowanych 1'%, Wybbr metody oznaczania nie byt przypadkowy.
Starano sig, aby na wynik badania nie miaty wptywu inne czynniki, dlatego tez zrezygnowano z badania
kortyzolu we krwi. Stres u pacjentek byt wywolywany poprzez przywotywanie ich wkasnych traumaty-
cznych przezyt. Stwierdzono, ze pod wptywem stresu, mozliwy byt wzrost wydzielania kortyzolu nawet
0 122% w stosunku do proby kontrolne;j.

W 2004 r. Maso i wspotpr. zajmowali sie oni okreSlaniem korelacji pomiedzy ilocia treningdw
i nastawieniem do meczu oraz wydzielaniem kortyzolu i testosteronu (26). Badania zostaly prze-
prowadzone na grupie czynnie trenujacych rugbistow, od ktérych raz w tygodniu 3 razy dziennie
pobierano probki sliny oraz wypetniali oni kwestionariusz dotyczacy ich kondycji. Oznaczanie stezenie
obu hormondw przeprowadzono przy uzyciu metody RIA. Wyniki potwierdzity, iz pozytywne
nastawienie psychiczne nie ma znaczacego wptywu na wydzielanie kortyzolu, a tylko niewielki wzrost
stezenie zaobserwowano w przypadku testosteronu.

W 2006 r. Marcus-Perlman i wspotpr. rowniez za pomoca RIA potwierdzili wysoka korelacje
pomiedzy zawartoscig kortyzolu we krwi oraz w Slinie (27). Zmodyfikowali oni metode radioim-
munologiczng tak, aby moc zastosowat ja do oznaczania stezenia hormonu w Slinie. W tym celu
wydtuzyli oni czas inkubacji oraz zwigkszyli objetosS¢ analizowanej probki. Wzrost wydzielanego
hormonu w obu ptynach ustrojowych badano po podawaniu ochotnikom niewielkich dawek ACTH.

Metoda oznaczania hormonodw steroidowych w §linie pozwala na nieinwazyjne monitorowanie zmian
zachodzacych w stezeniu tych substancji pod wptywem r6znych czynnikow. Jak wczesniej wspomniano
niektore z nich, np.: kortyzol moga ulegat podwyzszeniu podczas sytuacji sterowych, co ma miejsce
przy pobieraniu krwi. Dodatkowo, metoda ta pozwala na prowadzenie normalnego trybu zycia i nie
wymaga pobierania probek w laboratorium czy dodatkowego osprzetu. Probant moze sam pobierac
i gromadzi¢ probki, a nastepnie przekazywa¢ wieksza ich liczbe do analizy. Analiza steroidow moze byt
przeprowadzana na kilka sposobdw, jednakze mozliwe jest tylko oznaczenie tym sposobem frakcji
steroidow nie zwigzanych z biatkami. Co uniemozliwia okreslenie catkowitego ich stezenia w organiz-
mie. Jednakze stwierdzono, iz dzigki duzej korelacji, jaka pojawia sie pomiedzy zawartoScig hormonow
w Slinie i we krwi, mozliwe jest prowadzenie obserwacji zmian tych hormonow. Przeprowadzane
badania miaty na celu m.in. okreSlenie zmian wydzielania hormonbw, jakie zachodza w stanach
chorobowych, takich jak depresja. Czy oznaczenie wzajemnych zaleznosci pomiedzy stezeniami
poszczegdlnych hormondw, jak rowniez wptywu innych substancji w organizmie na wzrost czy spadek
zawartosci steroidow.
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PODSUMOWANIE

Oznaczanie hormonbéw steroidowych w §linie pozwala na szybkie oraz niein-
wazyjne okreslenie ich poziomu w organizmie. Najczesciej oznaczanym steroidem
jest kortyzol, a jego stezenie okreSlano wszystkimi wyzej opisanymi metodami.
Wynika to gtownie z faktu, ze w S§linie wystepuje on w stosunkowo wysokim
stezeniu oraz ma duze znaczenie w diagnostyce medycznej.

W5rod stosowanych metod analitycznych do oznaczania sterydow najpowszech-
niej uzywana jest RIA, ktora pozwala na oznaczenie wigkszosci hormonow
steroidowych. Najczesciej jako znacznik stosowany jest radioaktywny jod '#I.
Mozliwe jest rowniez przeprowadzenie badania przy uzyciu trytu *H, w szczegol-
nosci gdy okreslane jest stezenie estrogendw.

W praktyce klinicznej metody separacyjne sg stosowane rzadziej niz powyzsze.
Wynika to gtownie z bardziej ztozonych procedur analitycznych. Najmniej wyko-
rzystywana jest chromatografia gazowa, poniewaz omawiane hormony sa najczes-
ciej matolotne oraz niestabilne w wysokich temperaturach. Metoda chromatografii
cieczowej, jako najczesciej stosowana z metod separacyjnych pozwala na szybkie
i czule oznaczenie jakoSciowe i iloSciowe steroidow oraz ich metabolitow.
Polecana jest szczegblnie w przypadku oznaczania hormondow w badaniach typu
metabolomika oraz podczas wykrywania anabolikbw u sportowcow.
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