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POVZETEK

Kortizol je glavni glukokortikoid, ki ga sintetizira in izlo¢a fascikularna cona skorje
nadledvicne Zleze. Kortizol se v krvi nahaja v prosti obliki ali vezan na beljakovinski
nosilec. 90 % ga je vezanega na kortizol vezujoci globulin, okoli 7 % pa na albumin. 1-3 %
kortizola je prostega v krvi in ta predstavlja biolosko aktivno obliko. Samo nevezni
kortizol prosto prehaja v slino s pomocjo pasivne difuzije. Z dolo¢anjem nivoja kortizola v

slini, lahko sklepamo tudi na prisotnost stresa v organizmu.

Diplomsko delo obsega dolocanje hormona kortizola v slini, kot pokazatelj stresa pri
otrocih med manjSim operativnim posegom v UKC Ljubljana.
V ta namen smo izvajali meritve na skupini 22 otrok, (starih 5-7 let), in sicer nas je

zanimala koncentracija kortizola v slini pred in po operativnem posegu.

Metode za doloCevanje hormonov v slini delimo na imunoloske in kromatografske.
Koncentracijo kortizola v slini smo doloc¢ali z ELISA (enzyme-linked immunosrbent
assay) imunolosko metodo. Ta je osnovana na principu kompetetivne vezave. Endogeni
kortizol, ki izhaja iz vzorca pacienta, tekmuje s kortizolom, oznacenim s konjugatom
hrenove peroksidaze, za vezavo z zaj¢imi protitelesi. Nato izmerimo absorbanco z

spektrofotometrom pri 450 nm. Dolo¢ili smo prosto frakcijo kortizola v slini.

Analize, pri katerih se uporabljajo vzorci sline, ki so dobljeni z neinvazivnimi
kvalitativnimi in kvantitativnimi tehnikami, so pri sodobni analitiki postale zelo
pomembne. Zaradi lahke dostopnosti zbiranja ima slina §tevilne prednosti v primerjavi s

klasi¢nimi bioloskimi vzorci, kot so kri, plazma in urin.

Rezultati naSih meritev so pokazali, da se je pri 16 preiskovancih raven kortizola v slini,
med operativnim posegom znizala, iz ¢esar lahko povzamemo, da operacija ni
predstavljala dodatnega stresa. Pri ostalih 6 otrocih pa se je raven kortizola povecala, kar
kaze na povecanje stresa. Na osnovi nase raziskave zaklju¢imo, da je prisotnost stresa na

skupini majhnih otrok, med operativnim posegom relativno majhna.



ABSTRACT

Cortisol is the main glucocorticoid, produced and secreted by the adrenal cortex.In blood
cortisol is in a free form or bounded on a protein carrier. 90 % it is bounded on a cortisol
binding globulin, approximately 7 % is bounded on a albumin and about 1-3 % of cortisol
in blood is in a free form. Only free formed cortisol can passe into saliva with a passive

difusion. By setting the level of cortisol in saliva, can be deduced the presence of stress in

the body.

The diploma thesis consists determination of a hormone cortisol in saliva, which shows us
the level of stress in chilldren, during a small surgical procedure in UKC Ljubljana.

For this purpose, we have performed measurements on a group of 22 children, between
age five and seven and we were interested in concentration of cortisol in saliva, before and

after the operative procedure.

Methods for hormone determination in saliva are divided to the immunological and
chromatographic. We have determinated cortisol concentracion with ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) immunological method. This method is based on the
principle of cometitive binding. Endogenous cortisol of a patient sample competes with a
cortisol-horseradish peroxidase conjugate for binding to the coated rabbit antibody. We
have to determine absorbance of each well at 450 nm with a spectrofotometer. We have
deteminated a free fraction of cortisol in saliva.

In modern analitics the assays in which are used saliva samples, have become very
important because of non-invasive kvalitative and kvantitative tehniques. There are many
advantages of a saliva sampling compared to classical byological samples, like blood,
plasma and urin, mostly because it is easy to collect samples.

The results of our measurements showed, that in the 17 subjects the level of cortisol in
saliva, during operative intervention has decreased, which can be summarized, that the
operation is not an extra stress. In the remaining 6 children the level of cortisol has
increased, which shows us that the stress has increased. The conclusion based on our
research can be, that the presence of stress in a group of small children during operative

intervention is relatively small.



SEZNAM OKRAJSAV

A - adrenalin

Ab - protitelo

ACTH — adrenokortikotropni hormon
Ag - antigen

AVP - arginin vazopresin

B - beljakovine

CBG — kortizol vezujoci globulin
CRH — kortikoliberin

DNA - deoksiribonukleinska kislina
DHT — dihidrotestosteron

DHEA — dehidroepiandrosteron
ELISA — (angl. Enzyme-linked-imunosorbent assay)
GH - rastni hormon

H - hipotalamus

HHSO - hipotalamo-hipofizno-suprarenalna os
IL — interlevkin

KA - kateholamini

KO - kortizol

KV — koeficient variacije

LIA — kemiluminescen¢na metoda

M - mascobe

NA - noradrenalin

OH - ogljikovi hidrati

RIA — radioimunoloska metoda

SAS — simpati¢no-adrenergi¢na os
SD — standardna deviacija

TNF — tumor nekrotizirajoci faktor
UKC — Univerzitetni klini¢ni center
VP - vazopresin

x — aritmeti¢na srednja vrednost vzorca



1.UVOD

1.1 FIZIOLOGIJA HORMONOV

Hormone izlo¢ajo endokrine Zleze. Te Zleze imenujemo tisto skupino organov, v katerih
nastajajo dolocene kemic¢ne snovi, ki preidejo v kri, se porazdelijo po vsem organizmu in
spremenijo delovanje posebnih obcutljivih celic. Za endokrine zleze je znacilno notranje
izloCanje; so brez izvodil, po katerih bi njihovi izlocki iztekali, zato se izlo¢ajo neposredno
v kri. Snovi, ki nastajajo v endokrinih Zlezah, so hormoni (1).

Hormoni so pomembni pri rasti, razvoju in razmnozevanju. Glede na kemijsko strukturo
delimo hormone v tri skupine:

-STEROIDNI HORMONI,

-PEPTIDI IN PROTEINI,

-DERIVATI AMINOKISLIN (1).

NajpomembnejSe endokrine zleze so: nevrohipofiza, adenohipofiza, $€itnica, obs¢itnica,
Langerhansovi otocki trebusne slinavke, zelod¢ni in Crevesni epitel, skorja in sredica
nadledvi¢ne Zleze, moda in jajéniki. Seveda pa kot zleze z notranjim izlo¢anjem delujejo

tudi druge obcasne strukture, npr. posteljica in rumeno telesce jajénikov (1).

Hormoni u¢inkujejo na specifi¢ne tar¢ne celice z receptorji, ki veZejo ta hormon.V krvi so
hormoni prosto raztopljeni (vodotopni hormoni) ali vezani na transportne beljakovine
(steroidni in tiroidni hormoni). Natan¢no uravnavanje sproscanja hormonov iz Zlez z
notranjim izlocanjem preprecuje premajhno ali ¢ezmerno izlo¢anje hormonov. Izlo¢anje
hormonov uravnavajo zivéni drazljaji, spremembe v kemicni sestavi plazme ter

spremembe v koncentraciji drugih hormonov (1).



1.1.1. REGULACIJA IZLOCANJA HORMONOV

Uravnavanje izlocanja hormonov se lahko izvr$i preko mehanizma Zivéne regulacije ali
preko mehanizma povratnih zvez. Mehanizem povratne zveze temelji na povratni
informaciji nekega elementa fizioloskega odgovora hormonov na endokrino zlezo, ki
izloCa ta hormon. Rezultat je povecano ali zmanj$ano izlo€anje hormonov. Povratna zveza
je lahko pozitivna ali negativna.Ve€inoma poteka uravnavanje endokrine funkcije preko

negativne povratne zveze, delno tudi preko pozitivne (oksitocin pri porodu) (1).

1.1.2. VLOGA HIPOTALAMUSA IN HIPOFIZE

Hipotalamus sodeluje pri uravnavanju mnogih endokrinih funkcij v organizmu, hkrati pa
uravnava aktivnost avtonomnega zivéevja. Hipotalmi¢ne Zivéne celice vplivajo na
endokrini sistem hipofize neposredno preko svojih aksonov ali posredno preko hipofiznega
portalnega sistema. Hipotalamus preko hipofize uravnava telesno rast, razvoj, presnovo in
homeostazo organizma. Hipofiza ima dva dela: prednji ali anteriorni reZenj
(adenohipofiza) in zadnji ali posteriorni rezenj (nevrohipofiza). Izlocanje hormonov iz
prednjega reznja hipofize uravnavajo sproscujoci ali zavirajo¢i hormoni hipotalamusa. Ti
hormoni se izlo€ajo v hipofizni portalni sistem ter vstopajo v bogat kapilarni pletez
prednjega reznja hipofize. HistoloSko pa lahko v anteriornem delu hipofize lo¢imo pet
skupin celic, ki izloCajo Sest peptidnih hormonov:

1. Somatotropne celice izloCajo ¢loveski rastni hormon (hGH),

2. Laktotropne celice izlo¢ajo prolaktin (PRL),

3. Tirotropne celice izlo¢ajo tirotropin (TSH),

4. Gonadotropne celice izlo¢ajo folikle stimulirajoci hormon (FSH) in luteinizirajoci
hormon (LH),

5. Kortikotropne celice izlo¢ajo adrenokortikotropni hormon (ACTH) in melanocite
stimulirajo¢i hormon (MSH); njuno izlo¢anje sprozi kortikotropni sproscujoci
hormon (CTH); ACTH ob vezavi na celice v skorji nadledvi¢ne zleze sprozi
izloCanje glukokortikoidov.

Zadnji hipofizni rezenj izlo¢a dva peptidna hormona: oksitocin in antidiureti¢ni hormon

(ADH) (2).

10



1.1.3. NADLEDVICNA ZLEZA

Ta zleza se nahaja ob straneh hrbtenice, v viSini prvega ledvenega vretenca na zgornji
strani ledvic. Obe nadledvicni zlezi sta sestavljeni iz sredice in iz skorje, ki imata razlicne
funkcije.V sredici nastajata dva hormona, to sta adrenalin in noradrenalin. Skorja
nadledvicne Zleze vsebuje tri koncentri¢ne plasti, od celotne Zleze ji pripada kar 80 % tkiva

in zlo¢a adrenokortikoidne hormone: glukokortikoide, mineralokortikoide in androgene

3).

1.2. STRES

Nase telo je izpostavljeno vplivom razli¢nih oblik stresa, tako fiziénemu, psihi¢nemu ali
kemi¢nemu, vsem pa je skupno, da lahko zelo negativno vplivajo na na$ organizem.
Seveda je dolocena koli¢ina stresa vedno prisotna in nekako usmerja, pospesuje ali zavira
delovanje ¢loveskega telesa. Zal pa smo danes vsi prepogosto pod hudim in prekomernim
stresom, ki uni¢uje nase notranje ravnovesje. Pri nasem delu smo se sicer omejili na telesni
stres pri otrocih, pri izvedbi manjSega operativnega posega. Tu se razvijejo hormonski,
metabolni, hemodinamski in imunolo§ki odgovori, ki so za pacienta lahko skodljivi. Ob

tem ne smemo pozabiti na sploSni adaptacijski sindrom.

1.2.1. OKSIDATIVNI STRES

Kot prvo obliko stresa, ki jo je potrebno omeniti, je oksidativni stres.Tej obliki stresa so
zaradi pridobivanja energije s pomocjo kisika, izpostavljeni prav vsi aerobni organizmi.
Kriti¢no pri oksidativnem stresu je to, da opozori nase Sele ob izbruhu dolo¢enih bolezni.
Skodljiv vpliv radikalov, katerih presezek predstavlja glavni razlog za tovrstni stres danes
ze zelo dobro poznamo. Poglavitno pri oksidativnem stresu je zaznavanje le-tega in

pravocasno ukrepanje oziroma preprecevanje pri izbruhu mnogih bolezni (4).
Dejavnikov, ki pospesujejo oksidativni stres je namre¢ veliko, mednje pa prav gotovo

sodijo nacin zivljenja (pitje alkohola, kajenje) oziroma hiter zivljenski slog, prehrana,

onesnazenost okolja (sevanje), zdravila, razvade, seveda moramo ob tem upoStevati, da so
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lahko nekateri od teh dejavnikov gensko pogojeni. Povecanje oksidativnega stresa pa lahko
sprozi tudi intenzivna fizi¢na aktivnost, ki je neposredno povezana z ve¢jim vnosom kisika
v telo in posledi¢no povecano tvorbo radikalov. To seveda velja za ljudi z neredno ali

pretirano telesno aktivnostjo, na katero telo ni prilagojeno (4).

Pri oksidativnem stresu gre za neravnovesje, ki se v organizmu pojavi zaradi prevelike
produkcije radikalov in/ali zmanjSane ucinkovitosti antioksidativnih sistemov. Sinteza
dolocenih hormonov (melatonin) prav tako vkljucuje tvorbo radikalov. Nadalje proizvajajo
radikale nekatere vrste levkocitov, kot orozje za uni¢enje bakterij, kar zagotavlja
pomemben obrambni mehanizem pred okuzbami. Tako lahko povzamemo da so radikali,
stalni spremljevalci celi¢ne presnove. Vendar pa v dolocenih okolis¢inah postane

proizvodnja teh agensov prevelika, kar za celice pomeni smrtno groznjo (5).

Oksidativni stres je odgovoren za zgodnje staranje ter za vrsto pomembnih bolezni, kot so
ateroskleroza, mozganska kap, sréni infarkt, Alzheimerjeva bolezen, sladkorna bolezen,
kroni¢ni bronhitis, siva mrena, nekatere vrste raka in drugo. Sicer pa sam oksidativni stres
ne kaze neke tipi¢ne klini¢ne slike oziroma simptomov, ki bi nakazovali navzven njegovo
prisotnost v organizmu in prav to je tista najve¢ja nevarnost. Zdrav organizem je sposoben
prepreciti Skodljivo delovanje radikalov. V telesu namre¢ obstaja naravni obrambni
mehanizem, ki ga sestavljajo razli¢ni encimski sistemi in ostale snovi pod skupnim

imenom antioksidanti (4).

1.3. Stres in obvladovanje stresa

Izraz stres izhaja iz angles¢ine (angl. stress) in pomeni obremenitev, pritisk ali
napetost.Velika vecina ljudi, ki se ukvarja s stresom, ga prevaja kot obremenitev in pri tem
misli predvsem na psihi¢no obremenitev. Danes je stres opredeljen kot odziv organizma na
vsak stresogeni dejavnik. Pri tem je odziv bioloski in zajame celo telo, ne samo duso.

Stres je fizioloski, psiholoski in vedenjski odgovor posameznika, ki se skusa prilagoditi in
privaditi na notranje in zunanje pritiske (stresorje). Stresor pa je dogodek, situacija, oseba
ali predmet, ki ga posameznik dozivi kot stresni element in katerega rezultat je stres. Stres
in dejavniki stresa niso za vse ljudi enaki in enako tezko (ali lahko) resljivi, pac pa ju

dolocajo posameznikova osebnost, njegove izkusnje, okolisc¢ine, v katerih se pojavita, ter

12



SirSe in ozje okolje, v katerem zivi oseba. Pomembni so tudi zivljenjska naravnanost
posameznika in trdnost, ter kakovost mreze ¢loveskih odnosov, ki ga obdajajo. Tako lahko
sklenemo, da bo doloceni dogodek, za nekoga stresor, za drugega pa dobrodosla spodbuda
v zivljenju. Razmerje med svojimi lastnimi zahtevami in zahtevami okolja ter sposobnostjo
reSevanja je tisto, ki nam pove, ali bo stres Skodljiv in unicevalen, ali pa ga bomo obvladali
in nas bo celo spodbudil k dejanjem. Dolocena koli¢ina stresa je nujno potrebna za
normalno Zivljenje. Popolno prenehanje stresa pomeni smrt. Humor pa je pomoc¢nik, ki bi

ga nikdar ne smeli podcenjevati in zanemariti ob preobremenjenosti in stresnih reakcijah

(6).

Nekateri vedenjski znaki stresa:

-tesnoba, nemir, napetost, zaskrbljenost,
-potrtost, obCutek nemoci in obupa, depresija,
-nespecnost, razbijanje srca,

-splo$na miSi¢na napetost,

-glavobol,

-motnje v spolnosti,

-motnje hranjenja.

Zdi se, da nastane problem tam in takrat, ko je stresnih situacij prevec, so preve¢ zgoscene,
intenzivne ali premocne. Zelo travmatic¢na je akutna stresna reakcija, ki je povezana z

kakim izjemno (duSevno ali telesno) tezkim stresnim dogodkom (6).

Stres je naravno dejstvo in ga moramo v naravnih danostih jemati kot nekaj pozitivnega.
Sile, energije in vplivi iz zunanjega sveta vplivajo na vsako zivo bitje, ga silijo v
spremembe, na katere se mora organizem telesno, psihi¢no ali vedenjsko prilagoditi.
Majhen stres pomaga, da smo bolj kreativni, motivirani in uspesne;jsi (7).

Danes je stres dobil negativni predznak in pomeni nekaj slabega, Skodljivega. Danasnji
stres se od tistega pred 100.000 leti bistveno razlikuje, saj je sodobni ¢lovek probleme s
hrano, z vodo in bivalnim prostorom razresil- pestijo ga druga¢ni problemi: ljudje na
delovnem mestu, slaba komunikacija, odtujenost, prehiter Zivljenski ritem, zdravstvene
tezave, premalo pocitka, zabave in spanca. Dejstvo je, da je Cezmerni stres Skodljiv za

zdravije.
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Po epidemioloskih prognozah bosta leta 2020 najpogostejSa vzroka smrti sr¢no-zilne
bolezni na prvem in depresija na drugem mestu. Oboje je povezano s kroni¢nim stresom.
Kronicni stres je povezan tudi z epidemijo in pandemijo debelosti, ki je prav tako povezana

s Stevilnimi boleznimi, med drugim tudi s sréno-zilnimi boleznimi in z depresijo (7).

Znani pozitivni dejavniki, ki naj bi jih upostevali za dosego uravnotezenega in zdravega
Zivljenja, se ponovijo tudi tu: zdrava in uravnotezena prehrana, redna telesna dejavnost, ki
nam je v veselje, sprostitev, mirno dihanje, poznavanje stresa, stresorjev in njihovega
delovanje ter svojih odzivanj na stresno situacijo. Pomemben je odprt in pozitiven odnos
do sebe, ljudi in sveta okoli sebe ter pomirjenost s situacijo, ki je ne moremo spremeniti.
Pri obvladovanju stresnih situacij je zelo pomembno, da znamo in zmoremo obvladovati
svoj Cas, ter da se v nekaterih primerih nau¢imo reci NE, ko ¢esa ne zmoremo ali ne
obvladamo. Ce se Zelimo uspe$no upreti nadvladi stresa, moramo najprej ugotoviti, na
kakSen nacin lazje obvladujemo tezave, kakSen je na$ «lastni stil« reSevanja tezav. Vsak
si v zivljenju najde svoje, povsem individualne nacine, ki ustrezajo njegovi osebnosti,
temperamentu, koli¢ini energije, ki jo premore in ki jo lahko potrosi, pa tudi seveda nacine,

ki so osnovani na dobrih rezultatih reSevanja problemov iz preteklosti (6, 7).

Ce zelimo dobro obvladati stres, moramo ugotoviti vzroéno povezavo med stresorjem in
stresom, saj Sele razumevanje vzroka in posledice omogoci boj proti posledicam. Vsak Zivi
organizem mora za normalno delovanje in prezivetje vzdrzZevati stalno notranje okolje ali
homeostazo, ne glede na spremembe v zunanjem okolju. Na nove zunanje okolis¢ine in
stresogene dejavnike se mora telo prilagajati (homeostatski mehanizmi) na molekularni,
celi¢ni, fizioloski, psiholoski in vedenjski ravni. V luci vzdrzevanja homeostaze lahko stres
opredelimo kot vsako groznjo, uperjeno v smeri rusenja homeostaze.

Danes vemo, da emocionalni, mentalni, psiholoski, socialni in vedenjski dejavniki
pomembno vplivajo na naSe zdravije.

Obstajajo tudi tehnike z ugodnim u¢inkom na mozgane, dusevnost in zdravje. Med te
tehnike uvrs¢amo tehnike relaksacije, yoge, tai chi-ja, avtogeni trening ali meditacija.
Meditacija je zavestni mentalni proces, ki v mozganih povzroci povecano delovanje dela
mozganov, ki je povezan s pozitivnhim emocionalnim stanjem in z izboljSanjem imunskega
sistema. Pomembna je ugotovitev, da ni vse v genih, usodi, slucajnostih, zarotah ali

posledica delovanja visjih sil (razne negativne misli, na primer, «zivljenje me tepe,
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«nimam srece v zivljenju,....). Na bolezen lahko tako aktivno vplivamo Ze preko pozitivnih

misli in verovanja (6).

1.4. VPLIV STRESA NA TELO

Stresni odziv povezuje ve¢ mozganskih podroc¢ij (hipotalamus, amigdala in hipokampus).
Eferentni nevroendokrinoloski odgovor poteka preko dveh med seboj povezanih poti-
simpati¢no-adrenergi¢ne osi in njene stimulacije (SAS), ter hipotalamo-hipofizno-

suprarenalne osi (HHSO) (7).

1.4.1. Simpati¢no-adrenergicni sistem

V simpati¢no-adrenergi¢ni reakciji sodelujejo frontalni rezenj, hipotalamus, medula
oblongata, simpati¢na vlakna avtonomnega zivénega sistema, sredica nadledvi¢ne zleze in
kateholamini (hormona adrenalin in noradrenalin). Simpati¢no-adrenergicni sistem v
ozjem pomenu besede tvorijo simpati¢ni Zivei in kateholamini.

Aktivacija SAS sistema je prva klju¢na reakcija v telesu, ki se pricne v mozganski skorji.
Mozganska skorja se na izziv (stresogeni dejavnik) odzove z aktivacijo avtonomnega
zivénega sistema, kateremu pripada tudi simpati¢ni Zivéni sistem. Simpaticni Zivéni sistem
telo pripravi na takojs$no akcijo (odziv spopad-ali-umik), medtem ko simpati¢na vlakna
hkrati vzpodbudijo sredico nadledvi¢ne zleze, da izplavi stresna hormona adrenalin in
noradrenalin. Simpati¢na Zivéna vlakna se na stresogeni dejavnik odzovejo v hipu, medtem
ko je za izplavljanje kateholaminov v kri in doseganje uc¢inka na celicah potrebnih nekaj
sekund. Hormona povzrocita povecanje srénega utripa, kréljivosti sréne misice,
arterijskega tlaka, minutnega volumna, usmeritev krvi iz prebavil v skeletne miSice za

»spopad-ali-umik« in sprostitev energije (glukoza) (7).

Cezmerna aktivnost simpati¢no-adrenergi¢nega sistema se kaze v §tevilnih kvarnih
ucinkih, predvsem kot akutne sréno-zilne bolezni. Mednje spadajo arterijska hipertenzija,
tahikardija, Stevilne nenevarne motnje srénega ritma, kot tudi zelo nevarne motnje srénega
ritma, ki se lahko kon¢ajo s smrtnim izidom. Cezmerna akutna SAS se lahko kaze kot
¢ezmerna nagnjenost k strjevanju krvi, povecana poraba kisika in zmanjSano dovajanje
kisika sréni miSici zaradi vazospazmov, kot ishemija sréne miSice, akutni koronarni

sindrom, dehidracija in v obliki psiholoskih sprememb (7).
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1.4.2. Stres in hormoni skorje nadledvi¢ne Zleze

Skorja nadledvi¢ne zleze izloca tri razrede steroidnih hormonov: glukokortikoide,
mineralokortikoide in androgene. Psihi¢ni in telesni stres stimulirata hipotalamo-hipofizno-
suprarenalni sistem (HHSO), pri katerem se najprej sprosti kortikotropni sproscujoci
hormon (CRH) iz hipotalamusa. CRH povzro¢i sprostitev adreno-kortikotropnega hormona
(ACTH) iz adenohipofize, ki nato preko hipotalamo-hipofizno-suprarenalne osi stimulira
izplavljanje kortizola iz skorje nadledvi¢ne zleze. Omenjene hormonske spremembe
spremljajo tudi spremembe drugih hormonov, predvsem v smeri mobilizacije energije
(glukoze), na primer zvisanje glukagona, rastnega hormona, znizanje insulina, $¢itni¢nih in
spolnih hormonov. V akutnem stresnem odgovoru je namre€ vsa presnova usmerjena v
tvorjenje energije. Odvijajo se samo presnovni procesi, ki pripravljajo telo na spopad ali
umik. DoloCanje adrenalina, noradrenalina in kortizola se pogosto uporablja za objektivno

prikazovanje stopnje stresa pri posamezniku (7).

Enostavno povedano, telo se »postavi« v vi§jo prestavo. Tako kot avto, potrebuje vec
energije za hitrost, refleksnost, koncentracijo, posko¢nost, da se $¢iti ali da »tece« kakor
hitro more. Ko se to zgodi, hipotalamus, majcena zleza v mozganih poslje ALARM skozi
mozganske zivéne celice v vse organe nasega telesa! Kombinacija Zivénih in hormonskih
signalov povzroci, da se v nadledvi¢ni Zlezi sprosti cel niz hormonov, od katerih dobro
poznamo adrenalin in kortizol.

Adrenalin dvigne sréni utrip, poveca cirkulacijo krvi in s tem omogoci boljsi pretok krvi.
Kortizol, najpomembne;jsi stresni hormon, poveca koli¢ino sladkorja (glukoze) v krvi in
posledi¢no v mozganih. Omogoca dostopnost niza snovi za obnovo celic in tkiv (ob stresu
nastajajo celi¢ne poskodbe in s tem poskodbe tkiv). Kortizol tudi dvigne imunski sistem,
pri tem zmanjSa delovanje «manj potrebnih« organov, kot so prebavila, razmnozevalni
organ in proces rasti. NaSe telo vedno deluje zelo racionalno. Ob pomanjkanju energije,

racionalno izlo¢i vse tiste funkcije, ki v tistem trenutku niso zivljenjsko pomembne (6 ).
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Kroni¢na ¢ezmerna aktivacija HHSO se kaze predvsem v stalno zviSanih plazemskih
vrednostih in nefizioloSkemu ritmu izlo€anja glukokortikoidov. Posledice kroni¢nega
stresa se kazejo predvsem v presnovnih motnjah, kot so sladkorna bolezen, dislipidemija,
debelost, arterijska hipertenzija in v psiholoskih spremembah oseb, kot hujsa posledica pa
se pojavijo razgradnja miSic, zmanjSan vnetni odziv in zavrt imunski sistem. U¢inki
stalnega zviSanja glukokortikoidov na telo se kaZejo v Cushingonovi bolezni, ki sicer ni
posledica stresa.

Stalno zviSana raven kortizola pri osebah v kroni¢nem stresu povzro¢a motnje v spominu
in koncentraciji, vedenjske in emocionalne spremembe, vse do anksioznosti, depresije in
samomora. Stalno zviSan kortizol povratno deluje na mozgane in vpliva na njihovo
delovanje in strukturo. Depresivni ljudje imajo v primerjavi z ljudmi z manj stresa

strukturne spremembe na mozganih (7).

1.4.3. Psiho-nevro-imunologija
S posledicami stresa na imunski sistem se ukvarja psiho-imunologija. Imunski sistem je
zelo zapleten sistem, ki nas §cCiti pred telesu tujimi bakterijami, virusi ali rakastimi
celicami. Znano je, da stres lahko zmanjSa u¢inkovitost imuskega sistema in njegovo vlogo
za$¢itnika pred boleznimi. Po stresu odpornost telesa pade, medtem ko se nagnjenost k
infektom poveca.

Stres vpliva na delovanje imunskega sistema preko emocionalnih in vedenjskih sprememb
(strah, napetost, jeza, zalost, negotovost), biokemijskih (adrenalin, noradrenalin,
glukokortikoidni hormoni) in fizioloskih sprememb (sréni utrip, arterijski tlak).
Kratkotrajni stres je koristen, medtem ko ponavljajoci ali kroni¢ni stres porusi ravnovesje

(homeostazo) in povzro¢i bolezen (8).

1.4.4. Psihonevroimunolo$ki mehanizmi

So tisti mehanizmi, preko katerih centralni zivéni sistem sistemsko in lokalno nadzoruje
vnetje. Avtonomi ZivEéni sistem je preko ZivEnih vlaken povezan z limfociti, makrofagi v
limfnih Zlezah, s kostnim mozgom, timusom, z vranico in tudi z limfnim tkivom v mukozi
&revesja. Stevilni nevrotransmiterji v nevronih avtonomnega Zivénega sistema ali nevronih
Crevesnega zivénega sistema (kateholamini, vazoaktivni intestinalni peptidi, angotenzin II,
nevrotenzin, somatostatin) lahko delujejo na limfocite, makrofage, nevtrofilne levkocite in

druge vnetne celice preko povezave med neuroni in imunskimi celicami. Limfociti in
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druge vnetne celice imajo tudi receptorje za hormone in druge nevropeptide. Visoke
koncentracije glukokortikoidov, ki jih izplavi skorja nadledvicne Zleze kot odziv na
ACTH, imajo v glavnem imunosupresivno delovanje. Glukokortikoidi okrepijo stresni
odgovor organizma na stresogeni dejavnik, vplivajo na rast, proliferacijo in diferenciacijo
celic, zavirajo adhezijo celic in citotoksi¢nost, povecujejo apoptozo in delujejo
protivnetno. Povecajo tudi sintezo protivnetnih beljakovin, znizajo tvorbo nekaj vnetnih
citokinov in kemokinov, kot so IL-6 in IL-1. Glukokortikoidi pospesSujejo apoptozo
vnetnih celic T in eozinofilnih levkocitov, po drugi strani pa nizka raven teh hormonov
imunski sistem spodbuja. Zdravljenje z nizkimi odmerki glukokortikoidov, na primer,

poveca tvorbo IL-6 in tumor nekrotizirajocega faktorja (TNF-a) v makrofagih (7, 8).

1.4.5. PsiholosKki stres

Ucinki psiholoskega stresa na sistemski imunski sistem so zelo zapleteni in odvisni od
jakosti in trajanja delovanja stresogenih dejavnikov. Psiholoski stres lahko opredelimo kot

akutni in kronic¢ni stres.

Akutni stres v laboratorijskih pogojih

Akutni psiholoski stres je v realnem svetu zelo tezko raziskovati, saj je stres subjektivna
izkusnja, ki jo tezko objektivno opredelimo, po drugi strani pa ni eticno izpostavljanje oseb
hujSemu akutnemu stresu v laboratorijskih pogojih. Obstajajo izdelani poskusni modeli
izzivanja blazjega akutnega stresa v laboratorijskih pogojih, ki lahko povzrocijo
nevroendokrinoloski in simpati¢no-adrenergicni odziv, na primer, stresni test s snemanjem
javnega govora pred kriti¢no javnostjo. Posledica akutnega stresa je zviSanje adrenalina in
noradrenalina ter nevroendikronoloSka stimulacija z zviSanjem kortizola, kar sicer traja
nekaj ur in povzroci okrepitev imunskega sistema. Kot drugi primer so lahko Studentje
pred izpitom. Ti imajo zviSane levkocite, redistribucijo limfocitov, povisane vrednosti IL-
6, TNF-a, interferona y, zviSanje odstotka citotoksi¢nih celic T in celic ubijalk oziroma
povecano citoliticno aktivnost. Z akutnim stresom je povezana tudi aktiviranost
trombocitov, agregacija trombocitov, tvorba vnetnih mediatorjev trombocitov in tvorba
trombina, ki je odvisna od trombocitov. Povecana aktiviranost trombocitov je povezana
tudi s povecano nagnjenostjo k strjevanju krvi, z mikroinfarkti in mikrovaskularno

ishemijo.
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Kroni¢ni psiholoski stres
Za kroni¢ni stres kot so zalovanje, depresija, locitev, je znacilno povecanje plazemskega
kortizola skozi nekaj dni. Imunosupresivno delovanje kortizola se kaze kot zniZanje Stevila

limfocitov, celic ubijalk in makrofagov v krvi (7).

1.4.6. Vpliv stresa na mozgane

Vnetje ali poSkodba tkiva kjerkoli v telesu ni proces, omejen samo na mesto izbruha.
Poskodba povzroc¢i imunski odgovor, ki na samo mesto dogajanja pritegne Stevilne
imunske celice z razli¢nimi funkcijami. Dogajanje na periferiji ne ostane dolgo prikrito
osrednjemu nadzornemu organu, mozganom, ki poveljujejo vsem dogajanjem v telesu.
MozZgani so o dogajanju obvesceni preko krvi oz. v njej raztopljenih citokinov ali
senzornih Zivcev. MoZzgani se na ta signal odzovejo z »bolezenskimi simptomi«, kot so,
utrujenost, izguba zelje po gibanju, izguba apetita, pomankanje Zelje po druzbi, seksu,
Sportu;

Namen takega odziva je najverjetneje ohranjanje energije za borbo proti bolezni. PoSkodba
v telesu ali bolezen izzoveta akutno stresno situacijo in odziv v mozganih preko osi HHSO.
Kortizol s svojim protivnetnim delovanjem omili imunski odgovor. V optimalnih pogojih,
ko delovanje imuskih celic ni ve¢ potrebno, se kaskada HHSO inaktivira. Dolgotrajna
zavrtost imunskega sistema pri osebah z kroni¢nim stresom, za katerega so znacilne stalno
povisane vrednosti kortizola v krvi (podnevi, ponoc¢i, dnevi, meseci), povzroci vecjo
nagnjenost k prehladom, vnetjem, h karcinomu in upo€asnjenem celjenju ran. Uc¢inke
kortizola izkoris¢amo tudi pri bolnikih po presaditvi organov z namenom, da prejemnik ne

zavrze presajenega organa druge osebe (tujka) (7, 8).

1.5. Ocenjevanje stresa

Stres je individualna reakcija posameznika, ki je zaznal in se odzval na stres, kateremu je
bil izpostavljen. Obstajajo objektivne laboratorijske meritve, ki potrjujejo telesne reakcije,
na primer dolo¢anje adrenalina, noradrenalina, dopamina, nevropeptida v krvi ali kortizola

v slini ali krvi. Raven kortizola niha ¢ez dan, gre za cirkadialni ritem kortizola. PoviSane
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vrednosti kortizola ¢ez dan oziroma stalno zvisan kortizol ¢ez dan ali ponoci kazejo na to,
da je oseba pod stresom. Drugi endokrinoloski parametri so nizka vrednost testosterona pri
moskih in estrogena pri Zenskah, oboje pa je povezano z znizano regenerativno aktivnosjo
telesa in s povecanim tveganjem za sr¢no-zilne bolezni. Med druge zelo uporabne kazatelje
stresa spadata sréni utrip in arterijski tlak. V nekaterih raziskavah pa so stopnjo kroni¢nega
stresa, dolocali s holesterolom v krvi (zviSan) in ¢asom strjevanja krvi (skrajSan). V
forenzi¢ni medicini pa se za ocenjevanje stresa, dale¢ najbolj uporablja t.i. detektor lazi. Ta
meri stresno reakcijo, ki se nato kaze kot povisan sréni utrip, poviSan arterijski tlak, z

napetostjo misic ali kot povecana vlaznost koze (7).

1.5.1. Stresna reakcija

Stres je predvsem zapletena povezanost med osrednjim zivéevjem, endokrinim in
imunskim sistemom. MoZzganska skorja aktivira simpati¢ni ziv¢ni sistem in pripravi telo na
takojSne delovanje (t.i. faza alarma). Simpati¢no-adrenergicni sistem igra tukaj klju¢no
vlogo. Hormonski odziv na akutni stres je zelo dobro poznan in uravnava proizvodnjo in
porabo energije v zaCetni, kataboli¢ni fazi stresa.

Nadledvicna zleza izplavlja stresne hormone, najpomembnejSa med njimi sta adrenalin in
noradrenalin, ki omogocajo hitro razmisljanje, presojo, predvidevanje, odloCanje in tudi
inteziteto in trajajnje stresne reakcije. Simpaticno-adrenergicni sistem povzroci preko
povisanega srénega utripa in povecane krcljivosti sréne misice povecanje minutnega
volumna, povisan arterijski tlak, preusmeritev krvi iz visceralnih k Zivljensko pomembnim
organom (srce, mozgani) in skeletnim miSicam. Kateholamini po drugi strani povecajo
mo¢ in hitrost skeletnih miSic in predvsem mobilizacijo energije. Pri stresni reakciji se
izplavlja seveda tudi kortizol, ki prav tako sodeluje pri mobilizaciji energije (glukoza),
deluje pa tudi protivnetno. Stresni hormoni delujejo tudi proti krvavitvam, saj povecajo
nagnjenost k strjevanju krvi (protrombi¢no delovanje) za primer poskodbe ali krvavitve in
povzrocijo tudi vazokonstrikcijo zil v kozi. Mnoge Zivéne povezave pa sodelujejo v
vedenjskem odzivu. Ta poveca budnost, pozornost, zavre apetit in prebavo, zavre spolni

nagon, zmanj$a obcutljivost za bole¢ino in preusmeri vedenje (7, 8).
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1.5.2. Hormonske spremembe ob stresu

Ob stresu se povisajo kortikosteroidi, CRH in KA, prav tako pa se povisa tudi B-endorfin
in drugi opioidi. Naloga opiatov je olajsati bole¢ino med stresno reakcijo. Opiati so velika
skupina peptidov izolirani iz mozgan in hipofize in imajo antinociceptivno in analgeticno
delovanje. Obstajajo tri skupine:
e endorfini, B-endorfin, ki se sintetizirajo z aktivnostjo propio-melanokortinskega
gena v hipofizi,
e met-enkefalin in leu-enkefalin sta pentapeptida in sta v glavnem v mozganih in
sredici nadledviéne zleze,

e dinorfini v hipotalamusnih jedrih, ki izlo¢ajo CRH in AVP (9).

Povisa se tudi sekrecija AVP, ki deluje sinergisticno s CRH. CRH inducira spros¢anje TSH
in dopamina iz hipotalamusa. V primeru sploSnega adaptacijskega sindroma se zmanjSa
aktivnost rastnega, reproduktivnega, tireoidnega in imunskega sistema. Koli¢ina rastnega
hormona (GH) se ob napadu stresa povisa, ravno tako koli¢ina prolaktina. Njuno povisanje
ublazi imunosupresivni ucinek stresa. V poznejSem obdobju oba upadeta, ravno tako pri

ponavljajoem in kroni¢nem stresu (9).

Za akutni stres je znacilno zviSanje hormonov, ki omogocijo sprostitev in uporabo visoko
energetskega goriva (glukoze) in hkrati zavrejo hormone, ki vrednost glukoze znizujejo.
Med tiste hormone, ki zviSajo raven glukoze spadata predvsem adrenalin in noradrenalin,
pa tudi kortizol in rastni hormon. Med hormone, katerih izlocanje ali u¢inkovitost se med
akutno stresno situacijo zmanjsata, spada predvsem insulin. To je hormon, ki ga izlo¢a
trebusna slinavka in uravnava nivo glukoze v krvi. Aktivacija stresnega sistema zavre tudi

S$¢itni¢no os in sprosc¢anje spolnih hormonov (8).

V presnovi je za akutno fazo stresne situacije znacilen katabolizem (razgradnja) z
namenom tvorbe glukoze. Katabolizem se nanasa na razgradnjo glikogena, beljakovin in
mascob. V tej fazi ni gradnje niti obnavljanja energetskih zalog, celic ali tkiv. Iz tega sledi
spoznanje, da za zdravje ni dobro, e tako stanje traja predolgo, ali se pogosto ponavlja.

Vpliv akutnega stresa na zviSanje vrednosti glukoze v krvi mora poznati vsak bolnik s
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sladkorno boleznijo in tudi zdravniki, saj sladkorna bolezen lahko v stresnih situacijah

iztiri in je potrebno dajati insulin v vi§jih odmerkih, da se uredi nivo glukoze v krvi (7).

Hormonsko — metabolno stresni odgovor pri novorojencih, ki imajo

sréno operacijo

Medicinska Sola Harvard in Otroska bolniSnica v Bostonu, sta naredili raziskavo z
naslovom Vpliv stresa-sréne operacije na hormonski in metabolni odgovor novorojencev.
V raziskavo so vkljucili 15 otrok, ki so imeli kongenitalno sréno okvaro. Izvedli so
standardni protokol anestezije in analizirali krvno plazmo pred, med in 24 ur po operaciji.
Doloc¢ili so A, NA, KO, glikagon in B-endorfin. Po analizi rezultatov so ugotovili sledece:
» A, NA, KO, glukagon in B-endorfin porastejo pri vseh pacientih,
» vpliv stresa je pri novorojencu bolje viden kot pri odraslem ¢loveku,
» metabolni in hormonski odgovor sta ekstremna, kar povezujejo z visoko
smrtnostjo,
» predpostavili so, da moc¢ne;jsi kot je stres, vecja je moznost, da pride do
komplikacij in da so te hujse,
» stres in postoperativni rezultat sta Se bolj povezana pri novorojencih z
metabolnimi motnjami,
» pri novorojenckih se metabolna nestabilnost lahko razvije zaradi:
v' adaptacije na zunajmaterni¢no okolje in drugo prehrano,
v omejenih endogenih rezerv OH, B in M,
v" metabolnih sprememb, ki so posledica rasti,
v

omejenih funkcijskih sposobnosti $e nezrelih organov (10).
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Hormonski odgovor na Kirurski stres pri otrocih

To raziskavo so opravili na pediatriénem oddelku bolninice v Bostonu. Zeleli so preveriti
hipotezo, za katero velja, da je pri otrocih od starosti odvisen odziv na operacijski stres. Da
bi preverili to hipotezo so v analizo zajeli 98 otrok, starih od 3 do 20 let, ki so imeli
razli¢ne operativne posege in so bili pod splosno anestezijo. Pred operacijo in po operaciji
so odvzeli krvne vzorce, iz katerih so nato izmerili koncentracijo hormonov prolaktina in
kortizola. Podatki pacientov so bili razvrSceni po starosti otrok in dolZini operacije. Vsi
pacienti so imeli znacilno zviSane vrednosti kortizola in prolaktina v krvi po operaciji (1
ura) v primerjavi z vrednostmi pred operacijo. Vendar pa ni bilo nobenih bistvenih razlik,
med vrednostmi kortizola in prolaktina, kot odziv na operacijo, glede na starost pacienta,
nacinu anestezije in na dolZino operacije. Ugotovili so tudi, da imajo Zenske po operaciji
rahlo vi§je vrednosti prolaktina v serumu, kot moski. Iz te analize so lahko podali 2
zakljucka:
e Otroci imajo med potekom operacije in pod anestezijo znacilno povisane
vrednosti serumskega prolaktina in kortizola, vendar pa na te zviSane vrednosti
nimajo bistvenega vpliva, starost pacienta, na¢in anestezije in dolZina operacije.

e Zenske imajo vedji prolaktinski odgovor na operacijo in anestezijo kot moski

(11).

Vrednosti kortizola v slini pri otrocih pred in po aplikaciji injekcije

To analizo pa so opravili prav tako v Ameriki, natan¢neje na Univerzi v lowi. Zanimalo jih
je kaksne so vrednosti kortizola v slini pred injiciranjem in kaksne so po tem. Poleg tega so
zeleli tudi razumeti psiholoski odziv otroka na stresno in boleco situacijo. Vzorce sline so
odvzeli 384 otrokom v starosti 4-10 let. Vzorce so odvzeli pred prihodom na kliniko in 20
minut po prejetju injekcije. Rezultati so pokazali, da je cirkadialni ritem kortizola pri
otrocih zelo podoben tistemu pri odraslih, vendar pa so se vrednosti kortizola malo pred
intavenskim postopkom zmerno povisale. Pri teh ugotovitvah so podali, da sta bila za to
kljucna ¢as in sama lokacija injiciranja. Kot zaklju¢ek analize so ugotovili, da je meritev

kortizola v slini lahko zelo dober pokazatelj stresa, s katerim lahko ocenijo u¢inkovitost

posega (11).
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1.6. VPLIV ANESTEZIJE NA STRES

1.6.1. Definicija anestezije

KirurSka anestezija je stanje, v katerem bolnik ne reagira na bolecinske drazljaje in se

lahko doseze na dva nacina:

z izvajanjem splosne anestezije, pri kateri je pacient v globoki nezavesti in za
katero so znacilne analgezija, arefleksija in atonija skeletnih misic,
z izvajanjem lokalne anestezije, v kateri se doseze neobcutljivost na bole€ine samo

v predelu telesa, kjer pride do kirurSkega posega, pacient pa je ob tem pri zavesti

(12).

1.6.2. SploS$na anestezija

Poznamo dve vrsti splo$ne anestezije:

inhalacijska anestezija, ki jo dosezemo z vdihavanjem anesteticnih plinov in par. Za
splosno anestezijo se najveckrat uporabijo dusikov oksid, halotan, enfluran,
izofluran in metoksifluran. Redkeje se uporabljajo etri, ciklopropan, kloroform in
trikloroetilen.

anestezija, kjer anestetik vbrizgamo intravensko. Za tovrstno anestezijo se
uporabljajo tiopenton-natrij, ketamin, pentobarbiton-natrij in etomidat. Ta
anestezija se uporablja kot uvodna (bazalna) anestezija, ki se nato poglablja s
halotanom ter dusikovim oksidom. Lahko pa se uporablja tudi kot kratkotrajna
sploSna anestezija, pri kateri se izvedejo man;jsi kirurski posegi in diagnosti¢ni

postopki (12).

1.6.3. Faze sploSne anestezije

Faze splosne anestezije:

PRVI stadij (analgezija) — Pacient je pri zavesti in ima ohranjen obcutek dotika.
DRUGTI stadij (eksitacija, delirijum) — stadij se za¢ne z izgubo zavesti in se konca,
ko pride do ugasnitve refleksa konjuktive. Znaki tega stadija so: velika vzdraznost,
nepravilno dihanje, povecan tonus skeletnih misic, bruhanje. Ob uporabi
premedikacije lahko ta stadij skrajSamo ali pa se mu popolnoma izognemo.
TRETIJI stadij (kirurSka anestezija) — v tej fazi so dosezeni pogoji za izvedbo

kirurSkega posega. Znacilnosti tega stadija so: dihanje postane enakomerno in
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e CETRTI stadij (medularna paraliza) — nastane samo v primeru predoziranja
anestetika, zato je to nezazeljeni stadij. Njegov zacetek se kaze s paralizo dihanja
(12).

1.6.4. Lokalna anestezija
Lokalni anestetiki so zdravila, ki povzro¢ajo neobcutljivost doloCenega dela telesa pri
popolnoma obdrzani zavesti. Delujejo tako, da preprecijo nastanek in prevajanje zivénih
inpulzov in to reverzibilno. Lokalni anestetiki blokirajo senzori¢na, motori¢na in
avtonomna zivéna vlakna.
Lokalni anestetiki najprej blokirajo majhna nemielinska vlakna, Sele nato mielinska vlakna.
Posledica tega je, da se ucinki lokalnih anestetikov kazejo po naslednjem redu izgube
funkecij:

e bolecina,

e toplota,

e dotik, propriocepcija,

e tonus skeletnih miSic (12).

Toliko na splosno o anesteziji. Anestezija ni pomembna samo za to, ker omogoca nebolec¢
kirurski poseg, temve¢ vpliva tudi na stres, ki ga pacienti dozivijo ob razli¢nih vrstah
operacij.
Opravljenih je bilo Ze vec raziskav, kakSen vpliv predstavlja anestetik pri stresni situaciji,
kot je operacija. Naj navedem nekaj ugotovitev teh raziskav:
e neodvisno od izbire anestetika obstaja povezava: visji kot je nivo KA, vecja je
verjetnost postoperativnih komplikacij,
e pacienti ki so pod globoko anestezijo imajo manjSe Stevilo seps, metabolne acidoze,
razsirjene intravaskularne koagulacije in manjse Stevilo smrtnih primerov po

operaciji,
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e aplikacija globoke opioidne anestezije bolnim novorojenim pacientom, ki so bili
operirani na srcu, lahko zmanjs$a odgovor na stres in morda izboljsa klini¢ne
rezultate,

e globlji nivoji anestezije povzrocajo od doze odvisno inhibicijo odgovora na stres

(10).

1.7. SPLOSNO O KORTIZOLU

Hormon lahko potuje po krvi prost ali vezan na beljakovinski nosilec: albumine, globuline.
Pri tem pa je beljakovinski nosilec lahko vecji kot je sam hormon. Sprememba
koncentracije beljakovin vpliva tudi na spremembo koncentracije hormonov v krvi. Vez

med hormonom in drugo beljakovino je labilna.

Kortizol se v periferni cirkulaciji nahaja v treh oblikah. Vecina kortizola (90 %) je
vezanega na specifi¢ni transportni protein, ki se imenuje kortizol vezujoci globulin (CBG).
Majhen delez kortizola (7 %) je vezanega na albumin, medtem ko je ostali delez (1-3 %)
prisoten v krvi v prosti oblik. CBG veze kortizol z visoko afiniteto in nizko kapaciteto,
medtem ko albumin nasprotno, z nizko afiniteto in visoko kapaciteto. Mocan vpliv na
koncentracijo CBG v krvi imajo tudi estrogeni (oralna kontracepcija in nose¢nost) in

antiepileptiki. V slini se kortizol nahaja ve¢inoma v prosti obliki (13).

Ta hormon je za zivljenje bistven hormon in sodi med najpomembnejSe igralce v stresni
situaciji. [zloCanje kortizola je pod kontrolo visjih centrov. Stresna reakcija pricne v
frontalnem reznju mozganov in stimulira hipotalamus, le-ta pa preko kortikotropnega
hormona (CRH) stimulira izlo¢anje hormona ACTH iz adenohipofize. Adenohipofiza
sprosti hormon ACTH, ki v skorji nadledvicne Zleze povzroci sprostitev kortizola.
Koncentracija kortizola preko povratnega mehanizma vpliva na kortikotropni hormon v
adenohipofizi. Kortizol je steroidni hormon, ki ga izloca skorja nadledvi¢ne zleze. Med
njegove najpomembnejse funkcije v telesu uvrs¢amo zviSevanje nivoja glukoze v krvi, saj
v jetrih spodbuja tvorbo glukoze iz beljakovin (glukoneogeneza), spodbuja prerazporeditev

mascevja, razgradnjo beljakovin, ima tudi Sibke mineralokortikoidne lastnosti (zadrZevanje
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soli in vode), uravnavanje krvnega tlaka in sr¢no-zilne funkcije, kot tudi uravnavanje

potrebe organizma po proteinih, ogljikovih hidratih in masc¢obah.

IzloCanje kortizola narasc¢a, kot odgovor na vsak stres za telo, tako fizi¢ni (bolezen,
poskodba, operacija), kot psiholoski. Ko se ta hormon izloci, povzro¢i razgradnjo misicnih
beljakovin, kar vodi do spros¢anja aminokislin v krvni obtok. Te aminokisline se nato v
jetrih uporabijo za sintezo glukoze kot vir energije v procesu glukoneogeneze, ki dvigne
nivo krvnega sladkorja, da zagotovi vec€ energije za mozgane. Hormon prav tako vodi do
spros¢anja mascobnih kislin, kot vir energije mascobnih celic, ki sluzijo za delovanje
misic. Vsi ti energetsko usmerjeni procesi pripravijo telo posameznika, da se »spopade« z
stresorji in zagotovijo mozganom dovolj energije (7).

Ucinke odmerkov kortizola ali njegovih derivatov danes uporabljamo za zdravljenje
mnogih bolezni s ¢ezmerno aktivnim imunskim sistemom, kot so astma, vnetne bolezni

prebavil in proti zavrnitveni reakciji po transplantaciji organov (13).

1.7.1. Merjenje nivoja kortizola v slini

Salivari¢ni test za merjenje kortizola se ponavadi izvaja v dveh primerih, in sicer, e
obstaja sum Cushingovega sindroma ali Addisonove bolezni. Namre¢ obe bolezni sta hudi
motnji v delovanju nadledvi¢ne Zleze. Pri diagnosticiranju teh bolezni si ponavadi
pomagamo s testiranjem urinskega vzorca kot tudi z vzorcem sline, kjer spremljamo nivo

kortizola (14).

V primeru Cushingove bolezni govorimo o povecanem izloc¢anju glukokortikoidov.
Simptomi Cushingovega sindroma, ki ponazarjajo, da je potrebno spremljati nivo kortizola
v slini:

-nenadno povecanje telesne mase (centralna debelost),

-izgubljanje miSi¢ne mase,

-mi$iéna oslabelost,

-okrogel obraz.
Simptomi Addisonove bolezeni (zmanjsa se sinteza vseh adrenokortikoidov), ki

ponazarjajo, da je potrebno spremljati nivo kortizola v slini:

-splo$na oslabelost,
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-mocna utrujenost,
-povec€ana pigmentacija telesa,

-zmanjSanje telesne teze (14).

ey

nizek ponoc¢i. Vendar pa za ljudi, ki delajo ponoci in za ljudi obolele za Cushingovovim
sindromom to »pravilo« ne velja. Povecan nivo kortizola zjutraj, ki se preko dneva ne
znizuje, tudi nakazuje na prekomerno produkcijo kortizola. Ce se to presezeno izlo¢anje
kortizola zaustavi ozirima ustali pod vplivom terapije, kaZe to na povecano proizvajanje
adeno-kortiko-tropnega hormona. Ce pa se stanje kljub terapiji ne umiri, gre lahko za:
-tezave z nadledvicno Zlezo

-tumor, nekje v telesu

-neustrezna zdravila

Ce pa je zaradi okvare nadledvicne Zleze nivo kortizola zniZan, obstaja moZnost da je

preiskovanec, oziroma pacient, zbolel za Addisonovo boleznijo (14).

1.7.2. Kortizol-ritmi izloCanja
Normalna koncentracija kortizola v slini preko dneva zelo niha, saj ni casovno odvisna,
prav tako pa ni odvisna od dnevne svetlobe, pac¢ pa je pomemben ¢as zbujanja vsakega

posameznika posebe;j.

Slika 1: Na naslednji sliki so prikazani profili treh posameznikov, z tipicnim vrthom
kortizola v zgodnjem jutru. Najvisje vrednosti kortizola so izmerjene od 30 do 90 minut po

povpre¢nem casu zbujanja (15).
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Slika 1:Dnevni ritem kortizola v slini, z razli¢nimi ¢asi zbujanja

1.7.3. BioloSki vzorci za doloCanje kortizola

Analize, pri katerih se uporabljajo vzorci sline, ki so dobljeni z neinvazivnimi
kvalitativnimi in kvantitativnimi tehnikami, so pri sodobni analitiki postale zelo
pomembne. Zaradi lahke dostopnosti zbiranja ima slina §tevilne prednosti v primerjavi s

klasi¢nimi bioloskimi vzorci, kot so kri, plazma in urin (16).

Slina se izloca preko Zlez slinavk (1 L/dan), ki se nahajajo pod jezikom (sublingvalna) nato
pa sta Se obuSesna Zleza (parotidna) in podceljustna (submandibularna). Vsaka od teh je
parna Zleza, ki izlo¢a slino skozi Zlezno izvodilo v usta. Zleze slinavke so dobro
prekrvavljene, krvni tok se ob stimulaciji proizvajanja sline Se poveca. Odrasel ¢lovek
proizvede dnevno od 500-1500 mL sline. Funkcije sline so: zacetek prebave lipidov in
Skroba z encimi v slini, razred¢evanje in pufranje zauzite hrane ter lubrikacija zauzite

hrane z mukusom za lazji prehod skozi poziralnik (3).

Slina je sestavljena iz kompleksne meSanice mucinov, encimov, protiteles, elektrolitov in

hormonov in vode. Organske snovi v plazmi, kot so hormoni, protitelesa, encimi, DNA in
virusi, slabo prehajajo v slino. Prav vsaka sestavina sline, igra pomembno vlogo v procesu
prebave in zaS¢iti ustne sluznice. V primerjavi s plazmo je slina hipotoni¢na, ima pa vis§jo

koncentracijo K in bikarbonata ter niZjo koncentracijo Na“ in CI"  (3).

pH sline je odvisen od koncentracije bikarbonata in se giblje med 6.2 - 7.4.
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Ob narascanju koncentracije bikarbonata se dviga tudi pH sline. Ker je v krvi dostopnih
zelo malo prostih oziroma ne-veznih steroidov, predstavlja slina najboljsi vzorec za
dolo¢anje hormonov, saj za razliko od krvi vsebuje veliko prostih steroidov. Ze mnoga leta
se slina uporablja kot bioloska tekocina za dolo¢anje razli¢nih biomarkerjev, kot so
elektroliti, hormoni, zdravila in protitelesa. Jemanje vzorcev predstavlja ne- invazivno, ne
boleco in zelo priro€no metodo, Se posebno za paciente. Vzorce sline se lahko odvzame
kadarkoli, podnevi ali ponoci, poleg tega se lahko odvzame vzorce sline v pogojih, ko je
neprimerno oz. tezko odvzeti krvni vzorec (15). Trenutno se pri testiranju sline lahko
doloci nivo hormonov, estradiola, estriola, estrona, progesterona, testosterona, dihidro-
testosterona (DHT), dehidroepiandrosterona (DHEA), melatonina in kortizola. Zelo je
priporocljivo, da se naredi salivari¢ni test, kot zacetni test pred vsako hormonsko terapijo,
nato pa naj bi se te testi ponovili po 2-3 mesecih. Tako se zelo lahko oceni ¢e je

nadomestna hormonska terapija delovala.

Preglednica 1: Parametri sline v korelaciji s plazmo

ANALITI MESANA SLINA |PLAZMA ENOTA

Voda 97 -99.5 90 -93 %

pH 6.4-74 7.4

Albumin 246 - 344 34.000 - 48.000 mg/L
Proteini 1.1-1.8 66 - 87 g/L
Alfa-amilaza 11.900 - 305.000 <220 U/L
Lizocim 6-12 3-9 mg/L
Kalcij 0.88 - 2.05 2.20-2.55 mmol/L
Klorid 5-40 96 - 108 mmol/L
Magnezij 0.08 - 0.56 0.70 - 1.05 mmol/L
Fosfat 1.4-13.2 0.87-1.45 mmol/L
Kalij 6.4 -37 33-5.1 mmol/L
Natrij 2-21 133 - 145 mmol/L
IgA 42 - 174 850 - 4.000 mg/L
CBG-moski 38 +/-18 39.700 +/- 6.300 mikrogram/L
CBG-Zenska 72 +/-71 42.200 +/- 5.600 mikrogram/L
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1.8. TRANSPORT KORTIZOLA

Slina je odli¢en medij za merjenje koncentracije steroidov, ker predstavlja ultra filtrat krvi
in ker steroidi ki niso vezani na prenasalne proteine prosto prehajajo iz krvi v slino. Od
vseh steroidov raztopljenih v krvi, jih je le od 1 do 10 odstotkov v prosti oz. nevezni obliki
in le v tej obliki lahko steroidi prehajajo (difundirajo) v ciljna tkiva v telesu. Vec€ina
steroidnih hormonov (90 - 99 odstotkov) je vezanih na prenasalne proteine (kortizol
vezujoci globulin - CBG, spolni hormon, vezni globulin, albumin) in ti niso zmozni

prehajati v tkiva (15).

Sicer obstaja ve¢ mehanizmov prehajanja krvnih komponent skozi membrano v Zleze
slinavke, in sicer:

1. Prvi mehanizem je prehajanje skozi medceli¢nino acilarnih celic, vendar prehajajo
lahko le celice z majhno molekulsko maso.
2. Drugi mehanizem prehajanja je ultrafiltracija skozi pore celicnih membran, tudi tukaj
lahko prehajajo le molekule z nizko molekulsko maso.

3.Tretji mehanizem je lahko transport skozi celi¢cno membrano:
- pasivna difuzija lipofilnih molekul (npr., steroidi),
- aktivni transport skozi kanale proteinov (npr., peptidi),

- pinocitoza: Prehajanje v celico kaplji¢no.
Proces pasivne difuzije prostih steroidnih hormonov iz krvi v slino je omogocen zaradi

nizke molekulske mase in nepolarnosti molekul. Vezni steroidi pa imajo preveliko

molekulsko maso, da bi lahko prosto prehajali skozi celice (16).
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1.8.1 PREDNOSTI IN SLABOSTI VZORCENJA SLINE

Obstajajo Stevilne prednosti vzorcenja sline v primerjavi z krvnim serumom ali plazmo.

Vendar, obstajajo tudi slabosti, in sicer:

Prednosti

-Vzorcenje sline je zelo preprosto, ker se lahko vzor¢i kadarkoli in to lahko opravi
kdorkoli. Vzor€enje krvi pa ima ¢asovne omejitve in tudi nadzorovano mora biti preko
zdravnika.

-Slina vsebuje izredno stabilne steroidne hormone, kar je zelo priro¢no za vzoréenje, poleg
tega se vzorci lahko prenasajo pri sobnih temperaturah in ne predstavljajo vec¢jih finan¢nih
izdatkov. Krvni serum po drugi strani, zahteva kvalificirano osebje, posebne postopke in
opremo (centrifuge,...), prav tako pa posebne pogoje za prenos vzorcev (led, oziroma

hladilna torba) in hitro dostavo.

Slabosti

-Zbiranje vzorcev sline je tehni¢no bolj zahtevno kot to velja za kri, kar omejuje Ze samo
Stevilo laboratorijev, ki so sposobni izvajati te teste. Nivo steroidnih hormonov v serumu je
v povprecju od deset do sto-krat visji kot to velja za steroidne hormone v slini. Zato je
potrebno da so laboratoriji, ki opravljajo salivari¢ne teste dovolj tehni¢no razviti da, ali
razvijejo svoje lastne teste, ali pa te vrednosti komercialni testov ustrezno prilagodijo,
oziroma pretvorijo.

-Naslednja izmed slabosti vzorcenja sline pa je ta, da lahko komponente sline reagirajo z
testerji. Hrana, kava, zvecilni gumiji, zdravila, ki so zauZita tik pred jemanjem vzorca,

lahko motijo dolo¢anje oziroma spremenijo nivo hormonov (17).

32



1.9. METODE ZA DOLOCANJE HORMONOV V SLINI

Rezultati analiz v slini so odvisni od uporabe analiti¢nih postopkov, vzorcev in njihovega
shranjevanja. V primeru kortizola je ugotovljeno, da se ga izgubi ve¢ kot 90 % pri
shranjevanju 16 tednov na sobni temperaturi. Kortizol je stabilen v prisotnosti citronske
kisline. Najpogosteje se vzorci zamrznejo na -20 °C. Centrifugiranje se izvaja pred ali po
zamrzovanju vzorca. Metode za dolo¢evanje hormonov v slini delimo na imunoloske in

kromatografske (16).

1.9.1. IMUNOLOSKE METODE

Imunoloske metode se uporabljajo zaradi preprostosti, uporabe dolgih mnozi¢nih analiz in
obcutljivosti.

Slabost te metode je slaba selektivnost. Imunoloske metode delimo na:

1. RIA (radioimmunoassay): radioimunoloska metoda je najpogostejSa metoda za

dolocevanje hormonov v slini;

2. EMIT (enzyme multiplied immunoassay techniqe): alternativna metoda, ki je osnovana
na kompetetivni vezavi na proteine, kjer se uporablja encim kot marker in protitelo kot
specifi¢ni protein. Encimska aktivnost je v odnosu s koli¢ino analizirane substance v

vzorcu in se meri spektrofotometri¢no;

4. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay): osnovana na principu kompetetivne

vezave.

5. FPIA (fluorescence polarization immunoassay): florescentna-polarizacijska imunoloska

metoda.

6. LIA (luminiscence immunoassay):kemiluminiscencna metoda. Kemiluminiscenca je
specificen izraz, ki opisuje energijo, sproSc¢eno v obliki svetlobe med samo reakcijo. Ta
analiza je priblizno desetkrat bolj obcutljiva kot je encimska-imuno analiza. Za veliko
analiz z slino se uporablja zarkovno luminiscenco mikrotiterskega formata. Ta tehnologija

namre¢ omogoca natanne meritve pod obmoc¢jem pikograma. InStrumenti za merjenje
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zarkovne luminiscensce so tudi relativno poceni, v primerjavi z blisk (flash) luminiscenco,

ker niso potrebni nobeni injektorji (16).

1.9.2. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografske metode so skupen izraz za vrsto fizikalnih separacijskih tehnik. Delimo

jih:

1. TLC (thin layer chromatography): tankoplastna kromatografija je preprosta metoda za

istocasno dolocitev razli¢nih vzorcev;
2. HPTLC (high performance TLC): tankoplastna kromatografija visoke locljivost;
3. GC (gas chromatography): plinska kromatografija;

4. HPLC (high performance liquid chromatography): tekoCinska kromatogratija visoke
lo¢ljivosti (16).

1.9.3. Glavne lastnosti imunolosSkih analiz:

Osnovna reakcija vsem imunokemijskim reakcijam kjer je protitelo (Ab) v primerjavi z
antigenom (Ag) v prebitku = Ag + Ab — [Ag - Ab] — detekcija — Ag + Ab* — [Ag —
Ab*]

Za to reakcijo pa velja sledece:

1. Nevezana protitelesa odstranimo, oznacevalec (*) je lahko fluorofor, encim, *H, luminol;
2. Pri tej reakciji imamo prebitne Ag in omejeno $t vezavnih mest;

3. Uporabimo oznacene in neoznafene Ag (kortizolu dodamo oznaceno Ag in oba se
vezeta na isto Ab in oba imata enako afiniteto). Pomembna je koncentracija oznacen /
neoznacen Ag, ki dolo¢i vezavo;

4. Po koncu reakcije ni veC prostega Ag, zato ostane le Ag — Ab* (14).
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Za oceno sploSne kakovosti in uporabnosti laboratorijske imuno analize, ima naslednji

kriterij pomembno vlogo:

Obmocje linearnosti: koncentracije analitov v fizioloskih, patoloskih in s ¢asoma

terapevtskih pogojih naj bi bile znotraj lineranega obmocja standardne krivulje analize.

NavzKkriZna reaktivnost protiteles do hormonov podobnih analitu. V nekaterih analizah
z steroidi v slini je zelo nizka navzkrizna reaktivnost pomembna, da lahko lo¢imo ciljni

analit od drugih hormonov, ki so pogosto v slini v visokih koncentracijah.

Meritve v serumu: Vecino analiz opravljenih z slino, lahko prav tako opravimo tudi z

serumom, pri tem je treba vzorce razred¢iti v razmerju od 1:20 do1:50 s pufrom (15).

Prednosti imunoanaliz:

-Uporabne so za vzorce sline, kot tudi seruma,

-So visoko obcutljive,

-Utrezna natanc¢nost pri nizkih koncentracijah,

-Imajo podaljSano obmocje linearnosti,

-Nizka navzkriZzna reaktivnost z ustreznimi metaboliti,

-Potrebujemo majhno koli¢ino vzorca (20-50ul),

-Enostaven postopek izvedbe,

-Dva kompleta kontrolnih vzorcev,

-Dolgo trajajo€ in stabilen signal,

Analiza je primerna tudi za avtomatizacijo (15).
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1.9.4. PREDANALITICNI POSTOPKI

Pripravek za vzorcenje sline

Izrednega pomena je, da uporabljamo pripravek, ki med postopkom ne reagira z analiti v
slini. V primerjavi z serumom ali plazmo imamo v slini zelo nizko raven analitov, zato so
interakcije med pripravkom in analiti bolj pogoste. Preiskovani analiti v slini so majhne,
nepolarne molekule in take molekule kazejo nagnjenost, da se pritrdijo na plasti¢ni
material. Merilna naprava ne sme biti iz stekla, ker je krhka in se lahko razbije, pac pa je
najbolje, da je narejena iz plastike, to¢neje polipropilena, Ceprav so njegove absorbcijske

lastnosti odvisne od Cistosti materiala (15).
Validacija testnih analizatorjev

Za kar najboljSe kvantitativne lastnosti pripravkov, je priporocljivo, da se izvede doloCene
adsorbcijske teste. Za ta namen se v celotni odvzeti slini lahko uporabi oznacen
progesteron v fizioloskih koncentracijah. Oznacen progesteron je shranjen v steklenem
testnem pripravku, kot tudi v preiskovanem plasticnem pripravku. Po inkubaciji preko noci
na laboratorijskem stresalniku, se izmerijo alikvoti iz obeh naprav z pomocjo beta Stevca.
Adsorbcijo se lahko potem oceni kot razliko pridobljenih vrednosti med referen¢no

(stekleno) in nasim plasti¢nim testnim pripravkom (15).
Vpliv kontaminacije sline s krvjo

Izrednega pomena je, da se preprecimo kakr$nokoli kontaminacijo sline s krvjo, ker je
lahko v krvi vrednost steroidnih hormonov kar do 100 krat vecja kot v slini. Vsak pacient
mora vedeti, da je potrebno zavreéi prav vsak vzorec sline, ki ima primesano kri. Ce se to
zgodi, je potrebno testno napravo dvakrat ocistiti z navadno vodo, pocakati deset minut in
nato Se enkrat vzeti vzorec.V laboratoriju se nato ustrezne vzorce globoko zamrzne za vsaj
3 ure ali kar preko noc¢i. Po tem ¢asu se vzorce odmzne, potem pa se jih da v centrifugirko,
da se dobro premesajo in da se dobi supernatant brez primesi. Ce so primesi $e vedno
prisotne, se ves postopek ponavlja toliko ¢asa, dokler supernatant ni popolnoma cist. Nato
je potrebno supernatant vizualno pregledati pred belim ozadjem, in ¢e je slucajno Se vedno

vidna rahla rdeca barva, je potrebno take vzorce zavre¢i (15).
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1.9.5. ODVZEM SLINE

- Vzorce sline lahko zberemo s pomocjo uporabe specifi¢nega pripravka Salivette® brez

dodatkov ali z direktnim pluvanjem v stekleno posodo.

- Vzorca sline ne smemo odvzeti, ¢e ni minilo ve¢ kot 15 minut odkar si je preiskovanec

Cistil zobe oz. uporabljal zobno nitko.

- Prav tako ne smemo odvzeti vzorca v ¢asu 30 minut po jedi oz. zvecenja zvecilnega

gumija.

- Pred odvzemom s¢istimo ustno votlino z mineralno vodo, v primeru da ne vemo, ali je

priskovanec prej jedel ali pil.

- Ce vsebuje vzorec sledi krvi, tak vzorec takoj zavrZzemo in odvzamemo slino tam kjer ni

krvavitve v ustni votlini.
- Priporocljivo je odvzeti 5 vzorcev sline v razmaku 2-3 ur pred jedjo.
- Volumen posameznega odvzetega vzorca sline naj bo vsaj 0,5 mL.

- Vzorce sline hranimo: 7 dni pri sobni temperaturi oz. 4 tedne pri temperaturi 2-8 °C, za

daljSe obdobje pa vzorce zamrznemo pri temperaturi manjsi od —20 °C  (15).
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2.NAMEN DELA

Namen tega raziskovalnega dela je ugotoviti, kak$na je diagnosti¢na vrednost dolocitve
kortizola v slini v stresni situaciji, kot je Cakanje na manjsi operativni poseg pri otrocih.
Sama operacija je lahko namre¢ velik stresni dejavnik, ki nam jasno pokaze stopnjo stresa

pri otrocih. V ta namen bomo odvzeli slino pred in po operativnem posegu.

Meritve bomo opravljali na skupini otrok (22), starih 5-7 let, ki so bili naro¢eni na man;jsi

operativni poseg na Kliniki za otrosko kirurgijo v UKC Ljubljana.

Zelimo predstaviti tudi imunolosko metodo ELISA s katero bomo dolo&ali hormon kortizol

v slini.

Namen tega dela pa je tudi opozoriti na slino kot bioloski vzorec za dolocitev steroidnih
hormonov, predstaviti predvsem njene prednosti pred ostalimi bioloSkimi vzorci, kot sta

serum in urin.
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3.EKSPERIMENTALNO DELO

Vpreiskavi je sodelovalo 22 otrok, starih od 5 do 7 let, moskega in zenskega spola, ki so
bili sprejeti na manjsi operativni poseg na Kliniki za otrosko kirurgijo v UKC ljubljana.
Nas pa zanima kaksna stopnja stresa je prisotna, oziroma ce je stres sploh prisoten. Zato

smo odvzeli vzorce sline pred in po operativnem posegu in dolocili koncentracije kortizola.

Pacienti so pred odvzemom sline usta ocistili z vodo, nato pa izpljunili vzorec sline. Kot ze
omenjeno se moramo izogibati vzorcem ki imajo primesano kri. Izlocanje sline lahko
stimuliramo z Zvecenjem parafilma ®. Priporoc€ljivo je tudi, da vzorce zamrznemo za nekaj

Casa. Po odtaljevanju in pred uporabo jih centrifugiramo, da odstranimo trdne delce.

Vzorce sline uporabimo v testih po shranjevanju manj kot 5 dni pri sobni temperaturi ali
manj kot 10 dni pri temperaturi 2-8°C. Za dalj ¢asa hranimo vzorce sline pri temperaturi -

20°C. Izogibamo se ponavljajo€emu zamrzovanju in odtaljevanju vzorca.

Pred uporabo reagentov jih damo iz hladilnika, da dosezejo sobno temperaturo. Nato
vzorce centrifugiramo za 5-10 minut. Tako bo namre¢ Cist brezbarven supernatant lazje
pipetirati. Posebna predhodna obdelava sline pa ni potrebna. V primeru, da pri¢akujemo
vi§je koncentracije kortizola, kot je koncentracija najvisjega standarda, vzorec pred

testiranjem red¢imo.

3.1 METODE DELA

Dolocali smo kortizol v slini z ELISA metodo.Ta je osnovana na principu kompetetivne
vezave. Mikrotiterska plosca je prevlecena s poliklonalnimi zaj¢imi protitelesi, ki so
usmerjeni proti antigenskemu delu molekule kortizola. Endogeni kortizol, ki izhaja iz
vzorca pacienta, tekmuje s kortizolom, ozna¢enim s konjugatom hrenove peroksidaze, za
vezavo z zaj¢jimi protitelesi. Po koncani inkubaciji se nevezani konjugati sperejo z

mikrotiterske plosce. Koli¢ina vezanega konjugata peroksidaze je obratno sorazmerna
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koncentraciji kortizola v vzorcu. Po dodatku raztopine substrata je intenziteta barve, ki se

ob tem razvije, obratno sorazmerna koncentraciji kortizola v pacientovem vzorcu.

3.2. POSTOPEK ANALIZE

Vsi reagenti in vzorci morajo biti pred analizo ogreti na sobno temperaturo. Prav tako
morajo biti vsi reagenti zmeSani brez penjenja. Ko za¢nemo z analizo morajo biti vsi
koraki analize opravljeni brez premora. Za vsak standard, kontrolo in vzorec se mora
uporabiti novo plasticno pipeto z namenom, da se izognemo kontaminaciji. Kot glavno
pravilo je potrebno tudi upostevati, da je encimska reakcija linearno sorazmerna z ¢asom in

temperaturo.

3.3. MATERIALI, OPREMA, REAGENTI

Potrebni reagenti za ELISA metodo:

» Mikrotiterske plos¢ice s 96 vdolbinicami, dimenzije 12x8. Vdolbinice so
prevlecene z anti-kortizolnimi protitelesi (poliklonalnimi).

» Standardi od 0 do 6, standardi so v 7 steklenickah, vsak ima volumen 1 mL in so
primerni za uporabo brez red¢enja.

» Kontrolni vzorec, 2 steklenicki, ki imata volumen po 1 mL in sta primerni za
uporabo.

» Konjugat encima (konjugat hrenove peroksidaze), 1 stekleni¢ka z volumnom 26
mL

» Raztopina substrata (Tetrametilbenzidin), 1 stekleni¢ka z volumnom 25 mL.

» Raztopina ki ustavi reakcijo (STOP), 1 stekleni¢ka z volumnom 14 mL, vsebuje
kislino, zato se je potrebno izogniti stiku z kozo, ker lahko povzro¢i draZzenje koze
in razjede.

» Pufer za spiranje, koncentreat, 1 steklenicka z volumnom 30 mL. Potrebno je
redciti z deionizirano vodo 1:40. Razredceni pufer za spiranje je stabilen pri sobni

temperaturi 2 tedna.

40



Potrebni materiali za ELISA metodo:

e Mikrotiterska plosca, s katere lahko dolo¢imo absorbanco (450 nm),
e Natancno umerjene mikropipete (100ul, 200ul),

e Absorbentni papir,

e Destilirana oz. deionizirana voda,

o Stevec,

e Semilogaritemska skala za risanje grafa;

3.4. POTEK DELA

-Zascitimo Zeljeno Stevilo prevlecenih trakov v nosilcu,
-Odmerimo po 100 pl standarda, kontrole in vzorca v primerne vdolbinice na plos¢i,

-Odmerimo po 200 ul encimskega konjugata v vsako vdolbinico. Nato narahlo stresamo

plosco priblizno 10 sekund, da se vse dobro premesa,

-Inkubiramo pri sobni temperaturi 60 minut. Priporoca se inkubacija na stresalniku pri

300 rpm,

-Hitro izpraznemo vsebino vdolbinic in jih speremo petkrat s spiralno raztopino.
Mikrotitersko plosco stresamo na adsorbentni papir da odstranimo vse ostanke iz

vdolbinic. Obcutljivost in natan¢nost te analize sta odvisni od spiranja plosce,

-Nato dodamo 200 pl raztopine substrata v vsako vdolbinico,

-Zopet inkubiramo za 30 minut pri sobni temperaturi,

-Ustavimo encimsko reakcijo, s tem da dodamo 100 pl Stop raztopine v vsako vdolbinico,

-Izmerimo absorbanco pri 450 nm;
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3.5. RACUNANJE REZULTATOV

1. Racunanje povprecja absorbance je pomembno pri vsakem setu standardov, kontrole ali

VZOrcev.

2. Potrebno je izdelati standardno krivuljo z vrisavanjem absorbance, ki jo dobimo iz
razmerja standard : koncentracija (standarda), z vrednostjo absorbance na Y osi in

koncentracijo na X osi.

3. Koncentracijo vzorcev se lahko bere direktno iz krivulje. Vzorce, ki imajo koncentracijo
vi$jo kot koncentracija najvecjega standarda, je potrebno razredciti. In nato je pri raCunanju

koncentracije potrebno upostevati faktor red¢enja.

3.6 PRICAKOVANE NORMALNE VREDNOSTI

Za dolocitev normalnih vrednosti kortizola z ELISA metodo pri moskih in Zenskah, ki naj
bi bili sicer zdravi, vzorec pa je odvzet in analiziran zgodaj zjutraj, veljajo naslednje mejne

vrednosti: 1.2-14.7 pg/L

Vendar pa samo na podlagi teh vrednosti Se ni razloga za samo terapijo. Poleg tega

rezultata moramo upoStevati tudi druge klinicne znake in diagnosticne teste.
Karakteristike testa

1.Analiti¢na obcutljivost

Obcutljivost analize je 0,012 pg/L
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2.Specifi¢nost

Metoda kaze naslednjo navzkrizno reaktivnost:

Preglednica 2: Navzkrizna reaktivnost

Kortizol 100%

17a-Hidroksiprogesteron 0.69%

Progesteron 0.04%

Koritikosteron 1.25%

Aldosteron <0.001%

Testosteron <0.001%

Estradiol-17a <0.001%

Estriol <0.001%

3.Natan¢nost

Preglednica 3: Ponovljivost v seriji

VZOREC n SREDNIJA STANDARDNA | KOEFICIENT

VREDNOST(ng/L) | DEVIACIJA VARIACIJE

(ng/L) (%)

1 20 2.56 0.07 2.62

2 20 4.61 0.17 3.70

3 20 10.45 3.70 4.07

Preglednica 4: Ponovljivost med serijami

VZOREC n SREDNJA STANDARDNA | KOEFICIENT

VREDNOST DEVIACIJA VARIACIJE
(ng/L) (ng/L) (%)
1 12 5.08 0.18 3.46
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7.25

0.36

4.94

9.11

0.19

2.04

4.Meritveno obmocje

ELISA metoda dovoljuje merjenje koncentracij med 0 in 30 ug/L.

5.Zanesljivost rezultatov

Test mora biti opravljen natanko po proizvajal¢evih navodilih. V samo analizo je zelo

pomembno vkljuciti zadostno Stevilo kontrol, da zagotovimo tocnost in natancnost metode.

Rezultati metode so veljavni samo, ¢e so kontrole znotraj specificnega obmocja, prav tako

pa morajo biti tudi drugi parametri znotraj podanih specifikacij.

Slika 2: Aparatura za ELISA metodo pri dolo¢anju kortizola.

i
i
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4. REZULTATI

Preglednica 5: Koncentracija kortizola v slini pred in po operaciji v pg/L, pri otrocih

moskega in Zenskega spola, starih od 5 do 7 let.

STEVILKA PACIENT Kortizol-pred Kortizol- po
VZORCA operacijo (ng/L) operaciji (ug/L)
1 B.R 4,21 0,84
2 B.T 2,04 2,33
3 CK 2,68 0,68
4 G.G 2,92 1,21
5 H.N 1,32 1,25
6 J.A 1,59 1,12
7 LV 4,52 2,04
8 K.K 5,45 1,21
9 K.B 1,73 0,95
10 M.M 3,22 3,59
11 M.V 1,52 4,91
12 M.B 3,67 0,01
13 O.p 1,46 0,01
14 P.M 3,47 1,31
15 P.M 1,48 1,55
16 P.T 2,84 0,39
17 R.M 1,83 0,01
18 S.F 0.01 8,01
19 S.A 4,00 1,65
20 UR 6,73 2,98
21 Z.A 1,54 2,03
22 ZR 2,21 1,23
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Normalne referencne vrednosti kortizola v slini so:

1.2-14.7 pg/L

SLINA

Preglednica 6: Odstopanje dobljenih rezultatov od referen¢nih vrednosti

STEVILKA | BOLNIK | Kortizol Kortizol po | ODSTOPANJE | ODSTOPANIJE

VZORCA pred operaciji glede na glede na
operacijo (ng/L) referentne operativni
(ng/L) vrednosti poseg

1 B.R 4,21 0,84 Znizano Pada

2 B.T 2,04 2,33 V intervalu Raste

3 CK 2,68 0,68 znizano Pada

4 G.G 2,92 1,21 V intervalu Pada

5 H.N 1,32 1,25 V intervalu Pada

6 JA 1,59 1,12 Znizano Pada

7 IV 4,52 2,04 V intervalu Pada

8 K.K 5,45 1,21 V intervalu Pada

9 K.B 1,73 0,95 Znizano Pada

10 M.M 3,22 3,59 V intervalu Raste

11 M.V 1,52 491 V intervalu Raste

12 M.B 3,67 0,01 Znizano Pada

13 O.P 1,46 0,01 zZnizano Pada

14 P.M 3,47 1,31 V intervalu Pada

15 P.M 1,48 1,55 V intervalu Raste

16 P.T 2,84 0,39 Znizano Pada

17 R.M 1,83 0,01 znizano Pada

18 S.F 0.01 8,01 Znizano Raste

19 S.A 4,00 1,65 V intervalu Pada

20 U.R 6,73 2,98 V intervalu Pada

21 Z.A 1,54 2,03 V intervalu Raste

22 ZR 2,21 1,23 V intervalu Pada
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5. RAZPRAVA

V analizo smo zajeli dvaindvajset pacientov, katerim smo Zeleli dolo¢iti nivo hormona
kortizola v slini, pred in po opravljenem manjSem kirurSkem posegu. To smo opravili z
namenom, da bi lahko ocenili stopnjo stresa, ki je bil prisoten/odsoten. Koncentracijo

kortizola v slini smo doloc¢ali z ELISA metodo.

Kortizol, ki je nekonjugiran steroid, zaradi lipofilnosti prehaja s prosto difuzijo skozi
acinarne celice Zlez slinavk. Koncentracija kortizola v slini je neodvisna od hitrosti
izloCanja sline. Prednosti sline za ugotavljanje koncentracije prostega kortizola je vec.
Najvecja prednost je preprosto zbiranje vzorca, ki je neinvazivno in nebolece za pacienta.
Vzoreci se lahko zbirajo tudi doma in se po posti posljejo v analizni laboratorij. Zaradi
stabilnosti kortizola je moZen celo transport pri sobni temperaturi. Zbiranje sline pomeni
prednost v ekstremnih pogojih, ko je otezen prevoz do laboratorija ali zamrzovanje vzorca.
Vzorec sline je zelo uporaben tudi, ko potrebujemo ve¢ vzorcev zaporedoma. Stresne
situacije povzrocijo zviSanje koncentracije kortizola tudi v krvi, vendar pa je zbiranje
vzorcev krvi s punkcijo vene, za bolnika veliko bolj stresno, kar pa kot kon¢ni rezultat
lahko prikaze tudi lazno zviSane vrednosti kortizola. Kot Ze omenjeno zbiranje sline ni
stresno, Se posebno v primeru ko pacienti niso hospitalizirani, pa¢ pa se vzorci zbirajo

doma. Ta ugotovitev je pomembna predvsem pri analizi steroidov v slini otrok (3, 13, 16).

Cas zbiranja vzorca sline mora biti toéno doloéen, ker koncentracija steroidov v slini &ez
dan zaradi cirkadialnega ritma niha. Izlo€anje kortizola je pulzirajoce in doseze svoj vrh
devetdeset minut po tem, ko se zbudimo. Ce Zelimo dologiti individualni profil
koncentracije kortizola v slini bolnika, je potrebno zbrati ve¢ vzorcev ¢ez celi dan. Zadnji

vzorec vzamemo pred spanjem (3).

Metode s katerimi dolo¢amo hormone v slini morajo biti zelo obcutljive, ker se nahajajo
analiti v njej v zelo nizkih koncentracijah. Poleg kromatografskih postopkov se pri
analizah uporabljajo razlicne imunoloske metode, kot so ELISA, RIA, LIA. Razlike so v
uporabi radioaktivnega ali neradioaktivnega materiala, obcutljivosti, ter seveda opremi ki
je za analizo potrebna. V tej nalogi smo prikazali in razlozili pomembnosti in prednosti

sline kot bioloskega vzorca ter uporabnost ELISA metode (16).
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V preglednici 6 vidimo rezultate vzorcev otrok starih od 5-7 let. Zanimalo nas je, kakSna
stopnja stresa je prisotna pri otrocih pred in po manjSem operativnem posegu. Vzorce smo
zbirali pri 22 preiskovancih in prva stvar ki nas je zanimala je bila, koliko vzorcev je izven
orientacijskih vrednosti za kortizol v slini. Kot je razvidno iz preglednice, je od vseh
preiskovancev kar 59% takih, kjer rezultati ne odstopajo od referentnih vrednosti, kar
pomeni da operacija za njih ni predstavljala prevelikega stresa. Seveda pa samo na osnovi
teh rezultatov tega ne moremo 100 % zagotoviti. Od 22 vzorcev je 9 takih, kjer je vrednost
kortizola v slini niZja glede na referentne vrednosti. Iz rezultatov ugotovimo, da nobeden
od otrok, ki so bili naro¢eni na operativni poseg ni imel zvisane koncentracije kortizola v
slini, kar lahko pomeni, da otroci niso bili pod stresom, oziroma so bili dobro pripravljeni

na operativni poseg.

Naslednje kar nas je zanimalo, je kako vrednosti kortizola padajo oziroma narascajo glede
na operativni poseg. Bolj natan¢neje lahko opazimo, da se je pri 16 preiskovancih raven
kortizola v slini, med operativnim posegom znizala, iz ¢esar lahko domnevamo da potek
operacije ni povzroc¢il dodatnega stresa oziroma je bila anestezija ustrezna.

Pri 6 preiskovancih pa opazimo da se je med operacijskim posegom raven kortizola
povecala. Od teh 6 preiskovancev je pri 4 preiskovancih zmeren porast koncentracije. Pri 2
vzorcih pa je koncentracija po operaciji izrazito visja kot pred operacijo, vendar tega
porasta zaradi premajhnega Stevila vzorcev, ne moremo statisticno dokazati. Iz tega lahko
zaklju¢imo da pri vseh tistih preiskovancih kjer so vrednosti, ki so bile sicer pred
operacijo nizke oziroma v mejah normale, po operaciji pa je ta vrednost narasla, je
operacija za te otroke predstavljala nek dolocen stres. Tukaj je izrednega pomena Ze sama
priprava otroka na operacijo, ¢as operacije, zahtevnost, okolje, anestezija, strah; Pri otocih,
kjer vrednosti padajo lahko zaklju¢imo, da za njih ni bilo nobenega bistvenega dejavnika,
ki bi med samim posegom povzrocal stres.

Za tiste pri katerih pa vrednosti kortizola v slini pred in po posegu ostajajo nespremenjene,

pa zelo tezko interpretiramo ali je za te otroke poseg predstavljal nek dolo€en stres ali ne.

Ce primerjamo nase ugotovitve z ugotovitvami drugih $tudij, ki so podane v tem
diplomskem delu, lahko ugotovimo da so nasi rezultati primerljivi z ostalimi raziskavami.
Opazimo lahko, da pri analizi, ki so jo opravili na pediatri¢nem oddelku bolniSnice v

Bostonu v kateri so merili vrednost kortizola v serumu pred in po operaciji zelo natan¢no
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ovrednotijo dejansko stanje izlo¢enega kortizola v kri in s tem stopnjo stresa, vendar pa je
slina kjub temu da so koncentracije kortizola tudi do 100-krat manjse, zelo verodostojen
pokazatelj stresa in zelo uporaben bioloski vzorec za hitro in natan¢no diagnostiko.
Ugotovimo lahko tudi, da se stres pred in po raznih posegih v telo, pojavlja razlicno glede
na posameznika in s tem ni vezan samo na izrazanje pri neki doloceni skupini, glede na
leta, dolZino posega, nac¢in anestezije. Pri naslednji analizi, ki so jo opravili na Univerzi v
Iowi, kjer so Zeleli ugotoviti kaksne so vrednosti kortizola v slini otrok (4-10 let), pred in
po aplikaciji injekcije. Tudi tam so ugotovili podobno in sicer, da je cirkadialni ritem
kortizola pri otrocih zelo podoben tistemu pri odraslih in da se tudi pri postopku kot je
intravenska aplikacija, podobno kot v naSem primeru, vrednosti kortizola v slini zmerno
povisajo.

Kot razliko z drugimi Studijami lahko podamo, da so vse druge raziskave opravljene po
drugem principu kot je nasa, poleg tega tudi ne vemo po kaksni metodi so dolocali kortizol

in lahko zaradi tega ugotovitve odstopajo od nasih, vendar zagotovo razlike niso velike

(11).

49



6. SKLEP

Z nasim delom smo Zeleli kot prvo predstaviti kako stres vpliva na nase Zivljenje, tako
pozitivne kot negativne strani stresa smo opisali, kot vidimo je stres vedno vsaj malo
prisoten v naSem zivljenju. Ugotovili smo da je dolo¢ena kolicina stresa nujno potrebna za
normalno zivljenje. Kot resitev kako obvladamo prekomerni stres smo raziskali in podali

Stevilne sprostitvene tehnike.

Pri tej diplomski nalogi smo Zeleli ugotoviti, kak$na stopnja stresa je prisotna pri otrocih
pri kirur§kem posegu oz. kako vrednosti kortizola v slini naras¢ajo ali padajo. Bolj
natancneje lahko opazimo, da se je pri 16 preiskovancih raven kortizola v slini, med
operativnim posegom zniZala. Pri 6 preiskovancih pa opazimo da se je med operacijskim
posegom raven kortizola povecala. 1z tega lahko zakljuc¢imo da pri vseh tistih
preiskovancih kjer so vrednosti ki so bile sicer pred operacijo nizke oziroma v mejah
normale, po operaciji pa je ta vrednost narasla, je operacija za te otroke predstavljala nek
dolocen stres. Ugotovili smo, kako dober in natan¢en pokazatelj stresa je kortizol v slini,

spoznali pa smo tudi morebitne dejavnike stresa pri operativnem posegu.

Poleg tega smo prikazali prednosti sline kot bioloski vzorec in njeno uporabnost pri samem

dolocanju hormonov.

Predstavili smo tudi lastnosti in specificnost ELISA metode, s katero smo dokazovali

kortizol v slini.
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