Oznaczanie hormonow steroidowych
w materiale biologicznym

Hormony steroidowe naleza
do grupy zwiazkéw natural-
nych, ktérych budowa oparta
jest na czteropierscieniowym
szkielecie weglowym beda-
cym pochodng 1,2-cyklopen-
tanoperhydrofenantrenu [1].
Klasyfikacja hormonéw ste-
roidowych zalezna jest od
ich budowy oraz petnionych
w organizmie funkcji. Czto-
wiek produkuje pie¢ klas
steroidéw:  glikokortykoidy,
mineralokortykoidy, oraz hor-
mony piciowe tj. gestageny,
estrogeny i androgeny. Do
petnionych funkcji hormonéw
steroidowych nalezy regu-
lacja dziatania wielu gendw.
Aktywnos$¢ wyzej wymienio-
nych zwigzkéw jest zwigzana
zich przyfaczaniem sie do we-
wnatrzkomérkowych recepto-
row cytoplazmatycznych oraz
jadrowych oraz zapoczatko-
wywania kaskady reakgji, kto-
re prowadza do wywotywania
okreslonych efektéw biolo-
gicznych.

Wybor materiatu do badan

Analizy hormonéw steroido-
wych s3 prowadzone przy
wykorzystaniu zréznicowane-
go materiatu biologicznego.
Oznaczenia prowadzi sie m.
in. w kale, ekstraktach z tka-
nek, ptynie owodniowym,
witosach oraz ptynach ustrojo-
wych (krew, surowica i osocze,
$lina oraz mocz) (Tab. 1) [2].
W zwiazku z faktem, iz pierw-
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sza grupa probek nie jest
preferowana ze wzgledu na
koniecznos¢ skomplikowane;j,
pracochtonnej
chifonnej obrébki materiatu,
najczesciej stosowane sa pty-
ny ustrojowe [3].

Procedura poboru prébekkrwi
moze by¢ przyczyng wzrostu
poziomu niektérych kortyko-
steroidéw, wydzielanych w ra-
mach odpowiedzi organizmu
na stres [10]. Co wiecej, ana-
liza hormonéw steroidowych
we krwi moze by¢ zaburzona
w zwiazku z pulsacyjnym wy-
dzielaniem niektérych zwiaz-
kéw w rytmie dobowym oraz
miesiecznym. Slina réwniez
charakteryzuje sie mato inwa-
zyjnym sposobem pobiera-
nia prébki, jednakze stezenie
steroidow w tej matrycy jest
okoto 1000-5000 nizsze niz we
krwi [11]. Badanie $liny jest
bardzo wartosciowe ze wzgle-
dunato, iz toumozliwia ocene
wolnej frakcji hormondw, kto-
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re bedac niezwigzane z biat-
kami, wykazujg aktywnosc¢
biologiczng. Wybér
do analizy hormonéw ste-
roidowych jest uzasadniony
w okreslonych przypadkach
klinicznych i ma specyficzne
zastosowanie. Pobieranie pré-
bek moczu jest nieinwazyjne
oraz niestresogenne w po-
réwnaniu do osocza i plazmy,
a stezenie wyzej wspomnia-
nych zwiazkéw jest wyzsze niz
w przypadku $liny. W zwigzku
z faktem, iz z moczem wyda-
lane s3 metabolity wiekszo-
$ci hormondéw steroidowych
produkowanych przez orga-
nizm, mozliwe jest badanie
we wspomnianej matrycy pet-
nych profili hormonalnych.

moczu

Metody stosowane do ozna-
czania hormonoéw steroido-
wych

Metody immunochemiczne
Metody immunochemiczne
sg stosowane w diagnostyce

Tabela 1. Przyktady oznaczania hormondw steroidowych
w réznym materiale biologicznym

Materiat | Oznaczane hormony Metoda .
. , | Literatura
badawczy steroidowe oznaczen
Androgeny, estrogeny, :
Mocz kortykosteroidy GC-MS/MS (4]
Surowica kortykosteroidy HPLC-RIA [5]
Plazma Androgeny anaboliczne | GC-MS/MS [6]
Wiosy Anaboliczne steroidy | GC-MS/MS [7]
Tkanka
tuszczowa Androgeny GC-MS/MS [8]
Kat Ketosteroidy GC, GC-MS [9]
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klinicznej najczesciej w celu
przeprowadzania szybkich i ru-
tynowych oznaczern pozio-
méw  hormondw  steroido-
wych.Technikite wykorzystuja
selektywne wigzanie czaste-
czek hormonéw do przeciw-
ciat [3].

Techniki te bazuja na jednej
0golnej zasadzie. Metody te
opierajg sie na wykorzysta-
niu przeciwciat oraz czynnika
mierzalnego: w przypadku
metody RIA (ang. Radioimmu-
noassay) jest to radioizotop,
w analizie immunofluorescen-
cyjnej (ang. Fluoroimmunoas-
say) sg to izotopy metali ziem
rzadkich, enzymy katalizujace
reakcje barwne w metodzie
ELISA (ang. Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay) oraz cza-
steczki $wiecace podczas roz-
padu (chemiluminescencja)
lub wywotujace reakcje elek-
trochemiluminescencyjna.

W metodzie RIA wykorzysty-
wane s3 znakowane izotopo-
wo przeciwciata. Zachodzaca
reakcja wigzania hormonu
steroidowego z przeciwciatem
umozliwia w oparciu o pomiar
radioaktywnosci izotopu pro-
mieniotwdrczego, ilosciowa
analize znajdujacego sie w roz-
[12]. Do
znakowania uzywa sie m.in.
izotopu 12|, 14C, 3H. Jeden ze
sktadnikéw reakgji jest zwia-
zany z faza stata, natomiast
drugi skfadnik znajduje sie
w fazie ptynnej. Inna mozli-

tworze hormonu
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Rys. 1. Schemat oznaczania hormondw steroidowych za

pomocg techniki ELISA

wosc¢ to obecnos¢ obu sktad-
nikéw w fazie ptynnej. Wy-
znakowane przeciwciata lub
antygen sa inkubowane z ba-
dang surowica, w ktorej znaj-
duje sie badany analit, a na-
stepnie przeprowadzana jest
reakcja z przeciwciatami prze-
ciwko niemu. Na etapie kon-
cowym wykonywany jest po-
miar radioaktywnosci danego
kompleksu. Dostepne pro-
cedury oznaczen klinicznych
metoda RIA umozliwiaja ana-
lizy pojedynczych hormonoéw
lub grup metabolitéw zawie-
rajgcych  charakterystyczna
grupe funkcyjng tj. np. 17-
-ketosteroidéw obecnych we
krwi lub moczu.

ELISA wykorzystuje przeciw-
ciata poliklonalne lub mono-
klonalne, ktére sa skoniugo-
wane z odpowiednim enzy-
mem [13]. Antygen zostaje
zwigzany z podtozem, a po
dodaniu przeciwciat tworzo-
ne sa kompleksy immuno-
logiczne (Rys.1). Kolejno, do
roztworu dodawany jest sub-
strat dla enzymu zwigzanego
z przeciwciatem. Zachodza-
cym reakcjom enzymatycz-
nym towarzysza okreslone
barwne reakcje, ktére umoz-
liwiaja wykrycie hormonoéw

steroidowych dzieki obec-
nosci barwnych produktéw,
powstajacych z bezbarwnych
substratow.

Obecnie ze wzgledu na ra-
dioaktywnos$¢ izotopéw od-
stepuje sie od oznaczeh me-
toda RIA. Metoda EIA (ELISA)
rébwniez nie jest optymalna
w przypadku analiz, gdzie
wymagana jest wysoka pre-
cyzja oznaczen. Zwigzane to
jest z faktem, iz standaryza-
cja wspomnianej techniki jest
trudna do przeprowadzenia,
a pomiary sa zalezne od ak-
tywnosci enzymu, czasu trwa-
nia reakcji oraz temperatury.
W zwigzku ze wspomniang
wada RIA, najpowszechniej
stosowanymi obecnie meto-
damiimmunochemicznymi sa
metody chemiluminescencyj-
ne oraz elektrochemilumine-
scencyjne.
Techniki
obarczone s3 dodatkowymi
ograniczeniami, z ktérych naj-
wazniejsze to brak mozliwosci

immunochemiczne

analizy w jednej prébie petne-
go profilu hormonalnego. Co
wiecej, badania dowodzg, iz
inng wada oznaczert immuno-
chemicznych jest mozliwos$¢
zajécia reakcji krzyzowych
(ang. cross-reaction) pomie-

dzy steroidami badz tez inny-
mi zwigzkami wigzacymi sie
do tego samego przeciwciata
[14]. Proces ten jest spowo-
dowany strukturalnym podo-

bieAstwem pomiedzy wielo-
ma steroidami i substancjami
interferujgcymi oraz zanie-
znajdujacymi
sie w ptynach biologicznych.
Badania dowodzg, Ze otrzy-
mane wyniki moga by¢ obar-
czone btedem wynoszacym
30-100%. Problem btednych
pomiaréw dotyczy w szcze-
goélnosci moczu, a w mniej-
szym stopniu prébek krwi.
Reakcje krzyzowe mozna wy-
eliminowa¢ poddajac probki
wstepnej obrébce za pomoca
ekstrakgcji do fazy statej (ang.
Solid Phase Extraction, SPE)
lub rozdziatom chromatogra-
ficznym przy wykorzystaniu
wysokosprawnej
grafii cieczowej (ang. High
Performance Liquid Chromato-
graphy, HPLC) [15]. Inng wada
metod

czyszczeniami

chromato-

opisywanych wyzej
jest koniecznos¢ inwazyjnego
pobrania stosunkowo duzych
ilosci probki, co w przypad-
ku krwi, stanowi stresogenne
doswiadczenie dla pacjenta.
Stres jest odpowiedzialny za
podniesienie poziomu wy-
dzielanych do krwi glikokor-
tykoidéw, co moze zaburza¢
wyniki analiz hormonalnych
[16].

Podsumowujac, metody im-
munochemiczne sa dobrym
narzedziem do szybkich ozna-
czen, nie wymagdajacych duzej
precyzji oraz selektywnosci.

Techniki chromatograficzne
Techniki chromatograficzne

charakteryzujg sie duza nie-
zawodnoscig, wysoka selek-
tywnoscig oraz czutoscia. Nie
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sq one obarczone problemem
reakcji krzyzowych tak jak ana-
lizy immunochemiczne. Profi-
lowanie hormonalne wymaga
wysokiej specyficznosci, a co
za tym idzie wykorzystania
technik chromatograficznych
[17]. Rozdziat zwigzkéw zalez-
ny jest od takich parametrow
jak powinowactwo do fazy
statej,
lotnos¢ lub polarno$¢ zwiaz-
kéw. Najbardziej powszechne
metody stosowane do badan
steroidow stanowia chroma-
tografia gazowa (ang. Gas
Chromatography, GC)
chromatografia cieczowa [18].
Jak wczesnie wspomniano,
prébki moczu sy preferowa-
ne jako matryce do badan
ze wzgledu na nieinwazyjny
charakter poboru prébki oraz
fakt, iz daja one petny obraz
profilu hormonalnego. Nato-
miast ptyny ustrojowe stano-

masa czasteczkowa,

oraz

wig ztozone matryce i wyma-
gaja wielu etapédw przygoto-
wan, ktére bazuja zazwyczaj
na procedurze Shackletona,
badz jej modyfikacjach. Kolej-
ne etapy przygotowania prob-
ki to: oczyszczanie przy uzyciu
SPE, hydroliza koniugatéw,
ekstrakcja wolnych steroidéw
oraz ich derywatyzacja (Rys.2)
[19].

Technika chromatografii ga-
zowej opiera sie na rozdziale
czasteczek wykorzystujac ich
lotnos¢ oraz ich powinowac-
two do fazy stacjonarnej. Ce-
cha ta jest zalezna od masy
czasteczkowej i wewnatrzcza-
steczkowych interakgji. Biorac
pod uwage fakt, iz steroidy sa
duzymi czasteczkami o tem-
peraturze topnienia ponad
300°C, zawierajg grupy keto-
nowe i hydroksylowe, a nie-
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Rys. 2. Przygotowanie
probki biologicznej do
analizy za pomocg chroma-
tografii gazowej

ktére zwiagzki sa termolabilne,
hormony przeprowadza sie
w odpowiednie pochodne [20].
Taki zabieg zwieksza termo-
stabilnos¢, lotnos¢ i poprawia
symetrycznos¢ pikow. Najcze-
sciej wykorzystywane reakcje
to sililowanie i acylowanie. Do
sililowania najczesciej uzywa-
ne sg pochodne trimetylosila-
nu (TMS), a wsrdéd nich nalezy
wymieni¢: N,O-bis-(trimetylo-
sililo)trifluoroacetamid (BSTFA),
N-metylo-N-(trimetylosililo)
trifluoroacetamid (MSTFA), tri-
metylosililoimidazol (TMSIM)
[21] oraz trimetylochlorosi-
lan (TMCS).
najczesciej przeprowadza sie
w fazie cieklej lub jako ad-
sorpcje analitu na specjal-
nym widknie (ang. Solid Phase
Microextraction, SPME) [22].
Zwiekszenie termostabilnosci
orazlotnoscianalitdw mozliwe

Derywatyzacje
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jest takze dzieki przeprowa-
dzeniu hydrolizy koniugatéw.
Dowiedziono, ze w wysokich
temperaturach glukuronidy sg
degradowane, a zastosowanie
hydrolizy zapobiega temu pro-
cesowi. Detektorami stosowa-
nymi najczesciej w analizach
hormonéw steroidowych sa:
detektor ptomieniowo-joni-
zacyjny (ang. Flame lonization
Detector, FID) oraz spektro-
metr masowy (MS) [23].

Hormony steroidowe anali-
zowane technika HPLC za-
zwyczaj nie wymagaja dery-
watyzacji. Biorac jednak pod
uwage fakt, iz steroidy réznig
sie rodzajem i liczbg chromo-
foréw, wybor detektora, ktéry
umozliwiatby  réwnoczesna
analize wszystkich metaboli-
toéw w moczu, jest obarczony
trudnosciami [24]. Najczesciej
wykorzystywane detektory to
detektor z matryca fotodio-
dowa (ang. Photo Diode Array,
PDA) oraz detektory masowe
(MS). Wsréd tych ostatnich
nalezy wymieni¢ detektory
z pojedynczym i potrojnym
kwadrupolem oraz detektory
czasu przelotu (ang. Time-of-
-Flight, TOF). Jako technike jo-
nizacji najczesciej stosuje sie
elektrorozpylanie (ang. Elec-
trospray lonization, ESI) [25], jo-
nizacje chemiczna pod cisnie-
niem atmosferycznym (ang.
Atmospheric Pressure Chemi-
cal lonization, APCl) oraz fo-
torozpylanie pod cisnieniem
atmosferycznym (ang. Atmo-
spheric Pressure Photoioniza-
tion, APPI) [26]. Wsréd zalet
techniki LC-MS nalezy wymie-
ni¢ brak koniecznosci derywa-
tyzacji, mniej czasochtonne
przygotowanie probki oraz

mozliwos¢ badania koniu-
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gatéw bez przeprowadzania
ich hydrolizy. Warto réwniez
wspomnie¢, ze coraz czesciej
pojawiaja sie doniesienia
o wykorzystaniu ultraspraw-
nej chromatografii cieczowe;j
(ang. Ultra Performance Liquid
Chromatography, UPLC) w po-
taczeniu ze spektrometrem
masowym do oznaczania po-
ziomu hormondéw steroido-
wych [27].

Podsumowanie

W badaniach klinicznych, ze
wzgledu na mozliwos$¢ prowa-
dzenia szybkich i rutynowych
analiz, najczesciej stosowany-
mi metodami badania wspo-
mnianych zwigzkéw sa tech-
niki immunochemiczne (RIA,
ELISA). Wspomniane metody
sg jednak obarczone btedem
wynikajacym z reakcji krzy-
zowych. Analiza hormonéw
steroidowych przy uzyciu
technik chromatograficznych,
pomimo wymogu czasowe-
go, sprzetowego oraz bar-
dziej skomplikowanej obrdbki
materiatu biologicznego niz
w przypadku metod immu-
nochemicznych, jest bardziej
informatywna i
wyznaczenie petnego profilu
hormonalnego. Jest ona pole-
cana szczegolnie w przypadku
diagnozowania defektéw lub
niedoboréw enzymatycznych,

umozliwia

zaburzen metabolizmu oraz
wrodzonych choréb o naturze
endokrynologiczne;j.
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W naszej ofercie:

— mikrowagi

— komparatory

— wagosuszarki

— ph-/jonometry i elektrody
— pipety automatyczne
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— wagi analityczne, precyzyjne i przemystowe

— aparaty do miareczkowania

— systemy analizy termicznej

— gestosciomierze, refraktometry, wiskozymetry

— automatyczne reaktory laboratoryjne

— systemy pomiarowe ph-/Redox, O, przewodnosci,
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