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POVZETEK

Pogosta tezava zensk v rodni dobi so motnje menstrualnega cikla, ki imajo lahko stevilne
vzroke in tudi kroni¢ne zaplete. Eden izmed vzrokov porasta motenj je moderen nacin
zivljenja v zahodnem svetu. Sindrom policisticnih jajénikov izstopa med motnjami
hormonskega ravnotezja z njegovo heterogeno simptomatiko, katera je tudi povezana s
sladkorno boleznijo tip 2. Za obolenje so znacilne motnje funkcij jajénikov in androgene
spremembe. Pogosto se pojavlja oligomenoreja ali amenoreja ter akne, hirzutizem in
alopecija.

Natancna diagnostika je otezena ter pretezno temelji na izkljucitvi drugih vzrokov, zato smo
se odlo¢ili, da bi v diplomski nalogi primerjali, kako se koncentracije SHBG in testosterona
ujemajo z bolezenskim stanjem.

Na osnovi pridobljenih serumskih koncentracij smo preverili, ali obstajajo statisti¢no znacilne
razlike med kontrolno skupino in skupino bolnic, ter kaksno specifi¢nost in obcutljivost lahko
dosezemo s posameznim testom ali kombinacijo obeh. V kontrolno skupino smo vkljucili 54
domnevno zdravih preiskovank, v skupino s potrjeno diagnozo policisti¢nih ovarijev pa 9
preiskovank. Z uporabo kemiluminiscen¢ne in radioimunolo$ke metode smo pridobili
koncentracije testosterona in SHBG za obe skupini. Statisti¢na analiza nam je pokazala, da so
vrednosti testosterona niZje in vrednosti SHBG vi§je v kontrolni skupini. V primeru
testosterona smo izracunali povpre¢no koncentracijo 1,9 nmol/L za kontrolno skupino in 3,1
nmol/L za skupino bolnic. Za meritve SHBG smo izracunali, da je povprecna vrednost za
kontrolno skupino 57 nmol/L in za skupino bolnic 31 nmol/L. Rac¢unsko smo tudi dokazali, da
obstajajo statisticno znacilne razlike med meritvami parametrov obeh skupin. Izra¢un
specifi¢nosti in obcutljivosti posami¢nih parametrov ter kombinacije je pokazal, da je za

odkrivanje bolezni najnatan¢nejsa kombinirana metoda obeh parametrov.

KLJUCNE BESEDE: PCOS, PCO, SHBG, tetosteron, sladkorna bolezen, diabetes,

oligomenoreja, amenoreja, hirzutizem.

Vi
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ABSTRACT

Within the reproductive period of women menstrual disorders are a common issue, as they
have many causes and can lead to serious complications. One of the major influences that
caused an increase of incidence is the modern western lifestyle.

Polycystic ovary syndrome stands out of the large group of endocrine disorders with a wide
range of symptoms and close links to type 2 diabetes mellitus. Symptoms like oligomenorrhea
or amenorrhea are commonly present and can often be accompanied by acne, hirsutism and
alopecia.

PCOS as a vague diagnosis relies on exclusion of other causes, that's why we decided to
compare how serum concentrations of SHBG and testosterone correlate with the disease.

On the basis of the gathered serum concentrations we tested if there is any significant
statistical difference between the control group and the patient group, we also calculated the
sensitivity and specificity for both individual test methods and their combination.

In the control group we included 54 apparently healthy subjects, in the patient group with the
confirmed of PCOS we included 9 subjects. With the use of a chemiluminescent and
radioimmunoassay we obtained the serum concentrations of testosterone and SHBG of both
groups. The statistical analysis has shown us that the testosterone levels are lover and levels
of SHBG higher in the control group. For testosterone we calculated an average concentration
of 1,9 nmol/L for the control group and a concentration of 3,1 nmol/L for the patient group.
The calculated average of SHBG in the control group was 57 nmol/L and 31 nmol/L in the
patient group. We also have mathematically proven that there are significant statistical
differences between the results of the two groups. The calculation of sensitivity and
specificity for the individual method and the combination of both, has shown us that the

combination of both methods has the highest predictive value.

KEY WORDS : PCOS, PCO, SHBG, testosterone, diabetes, hirsutism, oligomenorrhea,

amenorrhea.

Vil



Simon Guzelj Diplomska naloga
SEZNAM OKRAJSAV

OKRAJSAVA | POMEN

ACTH Adenokortikotropni hormon
CLIA Kemiluminiscen¢na imunoloska metoda
CRH Kortikotropin sproscujo¢i hormon
DHEA Dehidroepiandrosteron

DHEAS Dehidroepiandrosteron sulfat
DHT Dihidrotestosteron

EGF Epidermalni rastni faktor

FSH Folikle stimulirajo¢i hormon
GnRH Gonadotropin spros¢ujoc¢i hormon
IGF Inzulinu podoben rastni faktor

LH Luteinizirajo¢ hormon

MSH Melanocite stimulirajo¢i hormon
OGTT Oralni glukozno toleran¢ni test
PCO Policisti¢ni ovariji

PCOS Sindrom policisti¢nih ovarijev
PRL Prolactin

RIA Radiolosko imunoloSka metoda
SHBG Spolne hormone vezo¢ globulin

T Totalna aktivnost

TGF Transformirajoci rastni faktor
TRH Tireotropin sproscujoci hormon

VI
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1. UVOD

1.1. SINDROM POLICISTICNIH OVARIJEV

Definicija

Splosno je sindrom policisticnih ovarijev (PCOS) 0z. Stein-Leventhal-ov sindrom stanje, za
katero je znalilen nastanek cist v ovarijih, visoka raven androgenov, kroni¢ne oligo oz.

anovulacije in druge metabolne motnje. Pogosto se pojavlja debelost, hirzutizem, akne in

neplodnost. (1, 2)

PCOS prizadene 15-22 % zensk v rodni dobi. Njen glavni vzrok je genetska predispozicija,
katera Se ni povsem raziskana. Povod je pogosto inzulinska rezistenca tkiv, ki jo spremljajo
kompenzatorno zvisane vrednosti inzulina. Izpostavljenost organizma hiperinzulinemiji
povzroca razne spremembe tkiv, med katerimi so tudi jajéniki. Stanja, ki so zelo podobna,
lahko nastopijo ob nastanku endokrinih tumorjev ali na osnovi hipotalamiénih vzrokov. (1, 2,

3)

Druzbeno ozadje

Kot sladkorna bolezen, PCOS izstopa v zahodnem svetu, Kjer je tveganje mnogo visje. V ¢asu
modernizacije se spremenjen nacin Zivljenja pogosto odraza na incidenci dolo¢enih
bolezenskih stanj, PCOS ni izjema. Povezava s sladkorno boleznijo tip 2, gestacijskim
diabetesom ter PCOS je znana. Novejse studije odkrivajo ¢edalje nove faktorje, ki vplivajo na

razvoj, vendar je osrednja dogma ostala enaka. (2, 3, 4)

1.2. VZROKI

Hipotalamus

Reproduktivna funkcija je odvisna od gonadotropin spros¢ujoc¢ega hormona (GnRH). Signal
za njegovo sproscanje je ustaljen v ritmu od 26 do 34 dni. Moteno hormonsko ravnotezje z
visokimi koncentracijami androgenov, kortikotropinov ali inzulina vplivajo na ritem in nacin

izlo¢anja GnRH. (1, 5)
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Inhibicija GNRH je lahko posledica kortikotropin spros¢ujo¢ega hormona (CRH) in kortizola,
katerih aktivnost je zviSana ob ekstenzivnih stresnih stanjih. IzboljSanje stanja se doseze zZe z

eliminacijo stresa. (1)

Inzulin v osnovi prikazuje izobilje, v katerem je reproduktivna funkcija mozna, Saj je
indikator vnosa sladkorjev. Kot odziv se aktivnost GhnRH-pulza poveca, zato je kot posledica
povecano izlo¢anje gonadotropinov, Ki stimulirajo delovanje ovarijev.

Androgeno delovanje je sicer vedno prisotno v centralnem zivénem sistemu, vendar lahko
povisane vrednosti privedejo do spremembe zenskega ritmicnega tipa v moski tip
enakomernega izlo¢anja. (1, 6)

Vse motnje na nivoju hipotalamusa vplivajo na celotno kaskado, ki sega od hipofize do
ovarijev. Ce pravilen razvoj foliklov ni zagotovljen, prihaja do patogenih sprememb, ki so

neizogibne brez primerne terapije. (1, 5)

Hiperinzulinemija

Zaradi androgenov ter hormonov adipoznega tkiva nastaja rezistenca do inzulina, glukoza v
krvi se zvisa in kompenzatorno nastopi hiperinzulinemija. Zaradi dolgotrajne izpostavljenosti
inzulinu prihaja do patofizioloskih sprememb raznih tkiv in motenj v metabolizmu. Med
faktorji, ki vplivajo na razvoj policisticnih ovarijev (PCO), je v zadnjem Casu prav ta
najodmevnejsi, saj se obravnava kot kljuéna tezava. Osrednjo vlogo igrajo mutacije, Ki
omogocajo patogenezo v okolju z visoko koncentracijo inzulina. Stanje inzulinske rezistence
se vedno pogosteje povezuje z mutacijami gena za spolne hormone vezo¢ globulin (SHBG),

katerega vrednosti nara$¢ajo in padajo obratno sorazmerno s koncentracijo inzulina. (1, 6, 7)

Folikli
Razvoj foliklov v jajénikih je proces, ki je obcutljiv na razli¢ne vplive, kot so npr. metabolne

motnje ali spremembe v hormonskem ravnotezju. (1)

Folikli v jajénikih zorijo do velikosti 9 mm pod vplivom folikle stimulirajo¢ega hormona
(FSH), nato se pri¢nejo odzivati na luteinizirajo¢i hormon (LH). Nadaljuje se zorenje in
razvoj jaj¢eca. Ob ovulaciji se jajcece sprosti in folikel se pretvori v rumeno telesce, ki je
sestavljeno iz teka celic in granuloznih celic. Teka celice proizvajajo androstendion, ki se
pretvarja v granuloznih celicah v estron in estradiol. Ob koncu ovulacije rumeno telesce

razpade zaradi izostanka LH, kar pomeni, da teka in granulozne celice propadejo. (1, 5, 8)

2
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V primeru PCOS se folikli zaradi vpliva inzulina pri¢nejo odzivati na LH mnogo prej, zato
prihaja do napake v razvoju. Zaradi spremembe steCe apoptoza granuloznih celic, vendar teka
celice ostanejo kot cista. Posledica je izostanek menstruacije in cista, ki izloCa estrogene ter

androgene. (1, 2)

Androgeni

Najpogostejs$i vzrok za hirzutizem so povecane koncentracije androgenov, Ki ve¢inoma
izhajajo iz hipeprodukcije nadledvi¢nih zlez ali jajénikov. Redko so poviSani zaradi
endokrinih tumorjev. Kozne spremembe, kot je poraséenost, so le zacetek virilizacije, ki
nastopi ob dolgotrajni izpostavitvi. Mozne so spremembe izlo¢anja gonadotropinov izven
mesecnega ritma na moski tip. Spremembe v stimulaciji foliklov mo¢no modulirajo razvoj,
prihaja do nastanka cist in zadebeljenja endometrija. Supresija estrogenov lahko zaradi
izostanka njihove zaSCite poveCa tveganje sréno zilnih obolenj. Vecja razpolozljivost
testosterona vpliva na organizem podobno progestagenom med nose¢nostjo ter kortizolu ob
stresnih stanjih. Z blokado vezave inzulina se razpoloZljiva glukoza v krvi pove¢a. Ze
prisotna motnja v presnovi glukoze se na ta nacin lahko dodatno poslabsa. Androgene
spremembe niso nujno prisotne, saj je odzivnost odvisna predvsem od genetske

predispozicije. (2, 7, 9)

Telesna teza

40% zZensk s potrjeno diagnozo PCOS ima prekomerno telesno tezo, zato se kot faktor
tveganja pogosto omenja. Nekatere raziskave nakazujejo, da znizanje telesne teze za 5% in
zmerna fizi¢na aktivnost lahko povrne redne menstruacije in zvisa moznost zanositve. Za
pacientke z androgenimi tezavami je znacilno, da se telesna masa ne kopici na bokih, ampak
okrog pasu, zato bi bila uporaba razmerja med obsegom pasu in bokov primernejsa kot indeks
telesne mase, ki je trenutno v uporabi. Inzulinska rezistenca se pojavlja neodvisno od telesne

mase, zato ni mogoce sklepati samo na tej osnovi. (1, 2, 10)

1.3. SLADKORNA BOLEZENTIP 2

V osnovi je motnja v presnovi glukoze, kjer zaradi pomanjkanja ucinkov inzulina ali
njegovega izostanka prihaja do kopicenja glukoze v krvi. Vzrok bolezni ni popolnoma
pojasnjen, vendar je genetska podlaga dokazana. Dandanes je sladkorna bolezen v porastu
Sirom sveta zaradi slabih prehranjevalnih navad in nacina Zivljenja. Vse mlajsi obolevajo za

sladkorno boleznijo tip 2, ki smo jo predvsem poznali kot starostno sladkorno bolezen.

3
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Zenske, pri katerih se je pojavila nose¢nostna sladkorna bolezen, kasneje pogosteje obolijo za
sladkorno boleznijo tip 2. Mnogokrat lahko opazimo, da je sladkorni bolezni pridruzena

arterijska hipertenzija in hiperlipoproteinemija. (1, 7, 11)

Nastopi lahko tudi ob izrednih stresnih stanjih ali endokrinih tumorjih, kjer kortizol deluje
diabetogeno, nosecnosti zaradi visoke ravni progestagenov in androgenih motnjah. Hormoni
adipoznih tkiv lahko prav tako vplivajo kot diabetogeni faktorji. Tezava nastopi, saj Se
adipozna tkiva razgrajujejo samo ob nizkem nivoju inzulina, zato je pogosto, da se telesna
masa hitro pridobi, a le tezko izgubi. (3, 4, 7)

Veliko $tevilo Zensk, pri katerih je potrjena diagnoza PCO, ima sladkorno bolezen tip 2 ali se
njihove vrednosti gibljejo v obmo¢ju mejne bazalne glikemije. Pred razvojem bolezni lahko
pogosto opazimo kozne spremembe, ki kaZejo na inzulinsko rezistenco. Najpogosteje je
opazna hiperpigmentacija na c¢lenkih rok, pazduhah in vratu. Mnogo primerov se lahko
odkrije Se v stanju mejne bazalne glikemije in pravocasno sprejme ukrepe. Inzulinska

rezistenca s ¢asom napreduje in beta celice ne dohajajo ve¢ potreb po inzulinu. (1, 2, 7)

Diagnozo sladkorna bolezen se lahko postavi takoj, ¢e so prisotni klini¢ni znaki in glukoza v
nakljuénem krvnem vzorcu 11 mmol/l ali ve€. Diagnosti¢na je prav tako vrednost glukoze na
teS¢e, Ce je 7 mmol/l ali ve¢. V primeru, da je vrednost na tes¢e med 6 in 7 mmol/l, je

potrebno opraviti oralni glukozno toleran¢ni test (OGTT). (7)

1.4. DIAGNOSTIKA

Zaradi Stevilénosti patofizioloskih faktorjev je tezko vzpostaviti diagnosti¢ni kriterij, ki bi

zagotovil prepoznavo bolezni. (1, 2, 12)

Diagnozo PCOS se je definiralo na podlagi dveh kriterijev.
o Rotterdamski kriterij Kjer sta potrebna dva ali trije faktorji:
o oligo ali anovulacije
o prisotni u¢inki androgenov ali zviSana raven androgenov
o policisti¢ni ovariji na ultrazvoku

o izkljucitev endokrinih tumorjev ali hipotalami¢nih vzrokov (1, 12)

e "National Instistutes of Health (NIH)" kriterij za katerega so potrebni vsi faktorji:
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o oligoovulacije
o prisotni u¢inki androgenov ali povisana raven androgenov

o izkljucitev endokrinih tumorjev ali hipotalami¢nih vzrokov (1, 12)

Kriteriji so sicer podani, vendar je potrebno upostevati ¢ mnogo faktorjev pred postavitvijo

diagnoze. (1, 12)

1.5. ZDRAVLJENJE

Osnovni cilji zdravljenja so:
e vzpostavitev menstrualnega cikla
e zaustavitev virilizacije
e izboljsanje glukozne tolerance

e preprecitev dolgotrajnih posledic (1, 2)

Osnovna terapija za PCO so bili peroralni kontraceptivi, saj hitro vzpostavijo redni
menstrualni cikel in u¢inkovito zmanjSujejo koli¢ino androgenov proizvedenih v jajénikih.
Adrogeni adrenalnega izvora se naprej izlocajo nemoteno. U¢inkovito se preprecuje nastanek

endometrioze, saj so redni menstrualni cikli zagotovljeni. (1, 2)

Tezave ob jemanju peroralne kontracepcije so predvsem nezeleni uéinki, kot so na primer
pridobivanje telesne mase, nastajanje strdkov in slabsa glukozna toleranca, zato je uporaba

varna samo pod nadzorom. (1, 2, 13)

Zmerna fizi¢na aktivnost je u¢inkovit nacin terapije za zmanjSanje telesne teZe in izboljSanje
glukozne tolerance. Padec vrednosti inzulina pripomore k vzpostavitvi menstrualne funkcije.
V primeru, da se izvajajo redni prenaporni treningi, pa prav tako lahko izostane reproduktivna
funkcija kot reakcija na potrebe ostalega organizma. (1, 2, 7)

V primeru hiperinzulinemije se najpogosteje uporabljajo peroralni antidiabetiki, kot je
metformin. Namen je zmanjSati potrebno koli¢ino inzulina z izboljSanjem obcutljivosti tkiv
do njegovega ucinka. Znizane vrednosti inzulina in glukoze v krvi izboljSajo hormonsko

ravnoteZje pocasneje kot peroralni kontraceptivi, vendar je dolgoro¢no boljSa strategija. Za
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hitrej$i ucinek se lahko za dopolnitev uporablja Se fizi¢na aktivnost ter anti-androgena
zdravila. (1, 2, 7)

Kot dopolnilno terapijo za ustavitev vpliva androgenov se lahko uporabijo anti-androgeni, ki
so zelo ucinkoviti pri izboljSanju koznih sprememb. Delovanje se osredotoca predvsem na

blokado ucinkov ali inhibicijo konverzije v dihidrotestosteron (DHT). (1, 13)

V skrajnih primerih, kjer nastopajo tezave z zanositvijo in so policisti¢ni jaj¢niki vidni na
ultrazvoku, se lahko opravi laparoskopski poseg. Med posegom se obolele predele jajénikov
temeljito pregleda ter ostrani obolelo tkivo s pomocjo laserja. Pogosto se reproduktivna

funkcija po posegu ponovno vzpostavi. (1, 2)

1.6. ENDOKRINI SISTEM

Za usklajeno delovanje celotnega organizma je potrebna komunikacija. V ta namen sta se
razvila endokrini in ziv¢ni sistem. Njuno delovanje je usklajeno in se med seboj dopolnjuje.
Oba sistema delujeta na osnovi signalnih molekul, ki posredujejo sporocilo, v primeru

zivénega sistema so to nevrotransmitorji, v primeru endokrinega sistema pa hormoni. (7, 8, 9)

Loc¢imo vec¢ razli¢nih nacinov izlo¢anja, transporta in sprejemanja hormonov:
e endokrino, iz Zleze po krvi v oddaljen predel
e nevrokrino, po aksonu Zivéne celice in potem po krvi
e parakrino, do sosednjih celic razli¢nega tipa

e avtokrino, sama sekretorna celica izlo¢i in sprejme signal. (7, 8, 9)

Da se signal sprejme in sprozi ucinek na tar¢nih celicah, so potrebni receptorji. Receptorske
molekule so bodisi v celicah ali na celicni membrani in vezejo le tocno dolocen hormon ali

njemu sorodne molekule. (7, 8, 9)

Vecina hormonov signal prenese na celice s pomocjo z G-protein povezanimi receptorji.
Receptorji sprejmejo signal in s kaskado reakcij vplivajo na metabolne procese. Potrebni so

predvsem za peptidne hormone, ki ne prehajajo skozi celi¢cno membrano. (5, 7, 10)

Steroidni hormoni lahko prehajajo skozi plazemsko membrano brez prenaSalnih molekul.

Vezejo se na mobilne receptorje v citosolu. Nastali kompleks hormon receptor vstopi v jedro,

6
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kjer deluje kot transkripcijski faktor. Aktivirajo se geni za prepis specifi¢nih proteinov.
Nastali specifi¢ni proteini se vklju¢ijo v celici bodisi kot encimi ali kot strukturni proteini.
Nacin delovanja steroidov je poCasen, a traja dalj ¢asa v primerjavi z drugimi hormoni. (3, 6,
10)

1.6.1. Hipotalamus

Centralno vlogo nadzora zivljenjskih funkcij prevzema hipotalamus. Bistvena naloga je
posredovanje med vegetativnim Ziv€evjem in hormonskim sistemom. Nahaja se tik nad

mozganskim deblom ter tik pod talamusom med obema mozganskima polovicama. (8, 9)

Z povezavo ziv¢nega in endokrinega sistema nadzira sedem vitalnih funkcij:
e ravnotezje energije
e ravnotezje tekocin
e regulacija temperature
e aktivnost in spanje
e cirkulacija in dihanje
e rast in odraS¢anje

e reprodukcija. (6, 9)

Skupaj z odzivom na spremembe teCe uravnavanje po ritmih, Kateri so bodisi cirkadialni ali
kot menstrualni cikel infradialni. Samo razporejanje funkcij je odvisno od njihove

pomembnosti. (6, 9)

Komunikacija ste¢e kot nevrokrini signal, ki sluzi kaskadi spro§¢anja hormonov iz endokrinih

celic ali direktno vpliva na metabolne procese tar¢nih tkiv. (5, 6, 9)

Nadzor se izvaja z izloCanjem nevropeptidov iz aksonov supraoptiCnega ter
paraventrikularnega jedra, ki tvorita zadnji rezenj hipofize ali z izlo¢anjem hipotalamusa v
hipotalamic¢no-hipofizni obtok. Portalni obtok nam predstavlja povezavo med hipotalamusom

in prednjim reznjem hipofize. (6, 9)

V portalni obtok se izlocajo:

e TRH (tireotropin sproscujoci hormon)
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e CRH (kortikotropin spro$¢ujo¢i hormon)
e GnRH (gonadotropin spros¢ujoci hormon)

e GHRH (rastni-hormon sprosc¢ujoc¢i hormon). (6, 9)

Za sproS¢anje in sintezo GNnRH je najpomembnejSe suprasiazmi¢no jedro, Ki je tudi eden
izmed telesnih ritmandov. Spros¢anje je vezano na nevrotransmiterje serotonin, melatonin in
endogene opiate. Procesi, po katerih se izlocanje GnRH krmili, niso popolnoma pojasnjeni.
Znano je, da nam razpolozljivost z energijo in posledi¢no zviSan inzulin omogocata
reproduktivno funkcijo ter s tem povecano izlocanje GnRH. V nasprotnem primeru, Kjer

primanjkuje energije ali se izraza stres s CRH, se izlo¢anje GnRH ustavi. (6)

1.6.2. Hipofiza

Hipofiza je za grah velika Zleza, ki se nahaja pod hipotalamusom. Zadnji reZenj je pretezno
sestavljen iz nevronov, kateri izhajajo iz hipotalamusa, prednji rezenj sestavlja preplet kapilar

in celic z endokrinim izlo¢anjem. (6, 8, 9)

V' nevronih zadnjega reznja se tvorita oksitocin ter ADH (antidiuretiéni hormon) pod

direktnim vplivom hipotalamusa. (6, 8)

Prednji rezenj je predvsem sestavljen iz endokrinih celic, katerih aktivnost uravnavajo
nevrohormoni, ki so dostopni iz portalnega obtoka. Tvorijo se $¢itnico stimulirajo¢i hormon
(TSH), adenokortikotropni hormon (ACTH), FSH, LH, prolaktin (PRL), somatotropin (rastni

hormon) in melanocite stimulirajo¢i hormon (MSH). (6, 8, 9)

Vsak hipofizni hormon, razen gonadotropinov, ima inhibirajo¢i in stimulirajo¢i dejavnik. (6)

1.6.3. Gonadotropini

Glikoproteina LH in FSH nastajata in se skladis¢ita v gonadotropnih celicah adenohipofize.
Naloga je usmerjanje procesov v ovarijih. Z vezavo na receptorje se usmerja zorenje foliklov,
ovulacija, tvorjenje rumenega telesca in funkcija rumenega telesca. Izloc¢anje je popolnoma

odvisno od stimulacije z GnRH. (1, 5, 6)
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FSH igra veliko vlogo v zgodnji fazi zorenja foliklov. Spodbuja razrast granuloznih celic,
nastajanje steroidov, nastanek LH in FSH receptorjev ter vpliva na nacin delovanja lokalnih
dejavnikov. Na spros¢anje FSH ne vpliva samo hipotalamus ampak tudi inhibini in aktivini,

ki se tvorijo v celicah granuloze. (1, 5, 14)

V kasnejsih fazah razvoja foliklov se poveca spros¢anje LH, ki pospeSuje steroidogenezo
celic teke, uravnava izloCanje androgenov ter presnovo androgenov v estrogene in
progestagene v granuloznih celicah. LH sprozi ovulacijo in je potreben za vzdrZevanje

rumenega telesca. (1, 14)

PRL je evolucijsko zelo star hormon, ki ima Sirok spekter delovanja. Eno izmed centralnih
vlog prevzema pri razmnozevanju z mamogenezo in laktogenezo. Tvori se v sprednjem reznju

hipofize, vendar nastaja tudi v drugih tkivih, kot npr. v placenti ter endometriju. (5, 14)

1.6.4. Nadledvié¢ni Zlezi

Nahajata se nad ledvicami obdani s kapsulo iz mas¢obnega tkiva in sta sestavljeni iz dveh
funkcionalnih enot. Sredica sintetizira kateholamine kot dopolnitev simpatika, v skorji poteka
predvsem sinteza steroidov pod vplivom hormonov hipofize. (6, 15)

1.6.4.1. Sredica

Sredica je glavni vir cirkulirajocih kateholaminov. Pretezno se sintetizira adrenalin, v manjsi
meri noradrenalin in dopamin. Sinteza je deloma odvisna od kortizola iz skorje, spros¢anje

poteka odvisno od nevralnih signalov. (6, 8)

1.6.4.2. Skorja

Skorja je vir kortikosteroidov, ki uravnavajo ravnotezje tekocin, energije in omogocajo odziv
na stres. Socasno s kortikosteroidi se sintetizirajo tudi androgeni, Kateri so do adolescence
primarni androgeni v organizmu. V celotni skorji poteka sinteza pregnenolona iz holesterola

(slika §t. 1), ki sluzi kot osnova za nadaljnjo biosintezo steroidnih hormonov. (6, 15, 16)

Skorjo delimo na tri plasti, kjer je vsaka posvecena svoji skupini hormonov:
e Zona glomerulosa (zunanja plast) je vir mineralokortikoidov, katerih glavni
predstavnik je aldosteron. Izlocanje regulira angiotenzin Il in delno ACTH. (6, 15)

9
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e Zona fasciculata (srednja plast) je posveCena sintezi glukokortikoidov.

Najpomembne;jsi je kortizol, ki je odvisen od hipofiznega ACTH. (6, 15)

e Zona reticularis (notranja plast) je glavni vir androgenov pri obeh spolih v ¢asu pred
puberteto in glavni vir androgenov pri odraslih Zenskah. Najvecji delez sintetiziranih
adrogenov predstavljata dehidroepiandrosteron in androstedion. Primarno je izlo¢anje
odvisno od ACTH in je pogosto sinhronizirano s cirkadialnim ritmom Kortizola. Le
majhen del spros¢enih androgenov je v prosti obliki in biolosko aktivnih, saj se 90%

veze na albumin ter 3% na SHBG. (6, 8, 15)
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Slika 1: Glavne presnovne poti steroidnih hormonov (17)
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1.6.5. Ovariji

Ovarija, kot del Zenskih spolnih organov, prevzemata reproduktivno endokrino in eksokrino
funkcijo. Sta parna organa, ki sta prislonjena na maternico. Delovanje je odvisno od FSH in
LH, ki se dopolnjujeta z intraovarijskimi mehanizmi. Hormoni ovarijev vplivajo na hipofizo

in hipotalamus ter s tem tvorijo dinami¢no ravnoteZje. (1, 5, 8)

1.6.5.1. Folikli

Folikli so strukture, ki so ze prisotne v kasnejSem embrionalnem razvoju. V obdobju menarhe
so vec¢inoma prisotni samo primordialni folikli, ki so sestavljeni iz oocita obdanega s
splos¢eno plastjo granuloznih celic in teka celic. Primordialnim foliklom sledi prehod v
primarne folikle (slika $t. 2), kjer se oocit poveca in je obdan z bazalno membrano ter kubi¢no
zgrajeni granuloznimi celicami. Granulozne celice obdaja Se dodatna bazalna membrana, ki
jih lo¢uje od teka celic.

Med nadaljnjim zorenjem folikli preidejo skozi stadije sekundarnega, terciarnega in
Grafovega folikla. Ze ob prehodu iz primarnega v sekundarni folikel je opazno tvorjenje
tekoCine antruma. Zorenje od primarnega folikla do antralnega je popolnoma neodvisno od
gonadotropinov. Proliferacija granuloznih celic se dogaja sofasno z vecanjem antruma. Med
antralnimi folikli pride do selekcije vodilnega folikla s signalom FSH, folikli z nizjo afiniteto
do FSH preidejo v atrezijo. Socasno z rastjo Grafovega folikla se pospesuje steroidogeneza.
Ob ovulaciji se oocit sprosti in izlije v jajcevod. Preostale celice folikla se pretvorijo v

rumeno telesce (corpus luteum), kjer se nadaljuje sinteza hormonov. (5, 8, 14)

11
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Slika 2: Zorilni proces foliklov v jajénikih (18)

1.6.5.2. Fiziologija ovarija

Folikli in rumeno telesce so vir razlicnih hormonov z endokrino, parakrino in avtokrino
funkcijo. Primarna skupina so steroidi, ki se tvorijo iz holesterola ali iz acetilacetata v celicah
teke. Prva vecja stopnja v biosintezi je pregnenolon, kateri je osnoven substrat za tvorbo
progesterona, androstediona in testosterona (slika §t. 1). Z difuzijo prehajata androstedion ter
testosteron v celice granuloze, kjer steCe nadaljnja biosinteza. Aromataze tvorijo iz
spros¢anje potekata samo kot odziv na LH in FSH.
Socasno s sintezo steroidov poteka tudi sinteza cele vrste peptidov. Najpogosteje se omenjajo
kot rastni faktorji in imajo vloge, ki segajo od lokalne do sistemske regulacije:
¢ Inhibin se sintetizira v celicah granuloze in v mnogo nizjih koncentracijah v nekaterih
drugih tkivih. Selektivno zavira spro$¢anje FSH iz hipofize z inhibicijo FSH-
biosinteze. Avtokrino modulira delovanje aromataze skupaj z aktivinom v celicah
granuloze. V celicah teke pospesuje LH inducirano sintezo androstendiona.
e Aktivin ima obratno delovanje inhibinu, kot pozitivna povratna zanka. Sinteza poteka
izklju¢no samo v celicah granuloze. Spros¢anje FSH je pocasnejSe in dalj Casa

trajajoCe v primerjavi s stimulacijo z GnRH.

12
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Inzulinu podoben rastni faktor (IGF) sodeluje primarno v proliferaciji celic. IGF-1 se
tvori v celicah granuloze, IGF-1I se tvori v celicah teke in granuloze. Znano je, da
poveca ucinek gonadotropinov in pospesi steroidogenezo. Raziskave nakazujejo na
mozne agonisti¢ne ucinke inzulina zaradi vezave na IGF-| receptor.

Epidermalni rastni faktor (EGF) stimulira proliferacijo celic granuloze ter inhibira
FSH podprto sintezo estrogenov. Sklepa se, da igra veliko vlogo pri tvorbi LH-
receptorjev na celicah granuloze.

Transformirajoci rastni faktor (TGF) spreminja u¢inke FSH na granulozne celice in
zavira sintezo androgenov v celicah teke.

Folistatin je peptid, ki ga tvorijo celice granuloze. Sposoben je vezave inhibina in

aktivina ter s tem vpliva na njuno biolosko funkcijo. (5, 14)

1.6.5.3. Menstrualni cikel

Menstruacija je izraz za lus¢enje materni¢ne sluznice in se smatra kot zacetek novega cikla.

Periodic¢ni cikel se uravnava s hormonsko osjo, katera tece iz hipotalamusa preko hipofize do

jajénikov. Deluje po ciklu, ki traja nekje 28 dni.

Deli se na ve¢ faz:

Folikularna faza

Menstrualni cikel stece, ko pricne FSH stimulirat folikle jajénikov. Granulozne celice
folikla ob zorenju pri¢nejo izlocati estrogen, deluje kot pozitivna povratna zanka, ki
omeji nastanek novih foliklov. Stimulacija estrogena pripravi sluznico maternice na
sprejetje jajceca. (5, 8, 14)

Ovulacija

Dozorevanje folikla se nadaljuje z vkljucitvijo LH in znizanjem FSH. Za sprostitev
jajceca pride do skupnega nenadnega zvisanja LH, FSH in estrogena. (5, 8, 14)
Lutealna faza

Granulozne in teka celice, ki so bile ovoj folikla, tvorijo rumeno telesce. Za
vzdrzevanje nosecnosti LH podpira tvorjenje progesterona v rumenem telescu, ki z
estrogenom vzdrzuje endometrij maternice. Medtem preprecuje inhibin nastanek
novega folikla. (5, 8, 14)

Pozna lutealna faza

Ob zanositvi se vzdrzuje estrogen, progesteron in inhibin. Ce nose¢nosti ni, se nivo

hormonov zniza, nastopi menstruacija in pri¢ne se razvoj novega folikla. (5, 8, 14)
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Slika 3: Menstruacijski cikel na osnovi 28 dnevnega ritma (19)

1.6.6. Androgeni

Androgeni so primarni moski spolni hormoni, vendar Sinteza ne poteka izkljuéno samo v
testisih, temvec tudi v nadledvi¢nih Zlezah obeh spolov in ovarijih. V moskem organizmu so
potrebne mnogo visje koncentracije zaradi visokega metabolnega obrata kot pri Zenskah. Na

ravni tkiv se koncentracije bistveno ne razlikujejo. (1, 13, 20)

Glavni predstavniki so:

e dehidroepiandrosteron-sulfat (DHEAS) - je androgen, ki izhaja iz skorje nadledvi¢nih
Zlez. V krvi se nahaja v koncentracijah med 3-12 umol/L. Lokalno se pretvarja v
aktivnejSe metabolite, ki so sposobni vezave na androgeni receptor.

e dehidroepiandrosteron (DHEA) — se tvori delno v nadledvi¢ni Zlezi, delno v celicah
teke in delno na osnovi DHEAS z encimom steroid-sulfataza. Krvne koncentracije se
gibljejo v obmocju 3-35 nmol/L. Lokalno se vkljucuje v biosintezo bodisi androgenov

ali drugih steroidov.
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e androstendion — se spros¢a iz nadledvi¢nih zlez ter foliklov v jajénikih. Koncentracije
variirajo po infradialnem ritmu, ki se sinhronizira z menstrualnim ciklom. V krvi se
nahaja v koncentraciji med 2-8 nmol/L. Biosinteza lahko poteka na osnovi holesterola
ali pro-androgenov, kot sta DHEAS ali DHEA. Celice granuloze ga uporabljajo kot
0snovo za sintezo estrogenov. Lokalno se tudi pretvarja v testosteron.

e testosteron — izvira iz sinteze v nadledvi¢ni Zlezi, iz celic teke v ovarijih in iz
cirkulirajo¢ega androstendiona. Dnevno se sintetizira od 0,1mg do 0,4mg, v krvi lahko
zasledimo koncentracije v obmocju 0,6-2,5nmol/L. Koncentracije so najvisje zjutraj,
vendar se splo$no ravnajo po infradialnem ritmu menstrualnega cikla. Lokalna sinteza
testosterona je mozna na osnovi vseh androgenov razen DHT. Testosteron se lahko
nespremenjen veze na androgeni receptor, a se pogosto s pomocjo reduktaz pretvori v
DHT, ki predstavlja aktivnejso obliko in ima vi§jo afiniteto do androgenih receptorjev.

e dihidrotestosteron (DHT) — je najaktivnej$i med androgeni. Koncentracije v krvi so

izjemno nizke, saj se ve¢inoma sintetizira lokalno iz drugih androgenov po potrebi. (1,

6, 23)

1.6.6.1. Funkcija

Vloge in koncentracije androgenov v organizmu se spreminjajo tekom Zivljenja. V otrostvu,
ob dozorevanju nadledvi¢ne Zleze, se pri¢ne tvorba veéjih koli¢in DHEA in DHEAS, nastopi
adrenarha. Znacilen je razvoj pazdusnega vonja ter mozen pojav porasfenosti Osramja.
Naslednja vecja stopnja je dozorevanje GnRH pulza, ki stimulira steroidogenezo v ovarijih in
naznanja zacetek pubertete. Obdobje pubertete predstavljajo fizioloSke spremembe, kot so
pospeSena rast, pospeSena aktivnost lojnic, porascenost osramja in pazduSnega predela,
skratka razvoj sekundarnih spolnih znakov. Zvisane ravni androgenov v tem obdobju so eden
izmed glavnih faktorjev v nastanku teh sprememb. Po nastopu menarhe se postopoma
vzpostavi dinami¢no ravnoteZje z estrogeni progestageni in androgeni. Pomembna vloga v
obdobju do menopavze je vzdrzevanje Zenske libido. Ostale vloge so slabo raziskane,

vklju¢no z obdobjem po menopavzi, kjer koncentracije praviloma padajo. (10, 20, 21)

1.6.6.2. Delovanje

Kot ostali steroidni hormoni tudi androgeni prosto prehajajo celicno membrano. Ucinek se
sprozi ob vezavi na prosti androgeni receptor. Receptor se nahaja v citosolu in ob aktivaciji

modulira celi¢ne procese ali preide v jedro, kjer prevzame vlogo transkripcijskega faktorja.
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Vezavno mesto specificno veze testosteron in DHT, vendar se progesteron lahko veze kot
agonist ob zadostni koncentraciji. Odvisno od celi¢nega tipa variirajo receptorji. V doloc¢enih
tkivih 5a-reduktaza reducira testosteron v DHT ter omogoca uc¢inek. Druga tkiva, Kjer je za

aktivacijo potreben estradiol, se posluzujejo aromataze. (10, 16)

1.6.6.3. Sinteza

Biosinteza androgenov sledi skupni poti v obeh spolih. Encimi, lokacija organelov ter zahteve

po kofaktorjih so enake v jajénikih kot tudi v nadledviéni zlezi (glej sliko st. 1). (10, 16)

1.6.6.4. [Izlocanje

Konstantna raven androgenov je delno zagotovljena z inaktivacijo in eliminacijo. Inaktivacija
se vrsi neposredno po aktivni fazi delovanja hormonov v tkivih ali delno ob prehodu skozi
jetra. Za nadaljnjo razgradnjo v vodotopne oblike igrajo primarno vlogo hepatociti. Steroidne

molekule pretvorijo v vodotopne oblike, ki se izlo¢ijo z urinom. (10, 16)

1.7. TESTOSTERON

IUPAC: 17-hydroxy-10,13-dimethyl-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-one
molekulska masa: 288,4 Da

molekularna formula: C,oH,0,

Je drugi najaktivnejsi hormon iz skupine androgenov in je zasluzen za ve¢ino uéinkov, ki so
za njih znacilni.

Vecina testosterona se po cirkulaciji giblje nekovalentno vezanega na plazemske proteine. 50-
60% testosterona je vezanega z visoko afiniteto na SHBG, manjsi delez 40-50% je Sibko
vezan na albumin in 1-3% je nevezanega, ki ga poznamo kot prosti testosteron. Ucinek je
predvsem odvisen od proste oblike. Pomanjkanje SHBG lahko moc¢no poveca razpoloZljivost.

Inaktivacija se odvija v tar¢nih tkivih. Razpolovna doba je nekje med 2 do 4 ure. (10, 16, 20)
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1.8. SHBG

Spolne hormone vezo¢ globulin (SHBG) velja kot glavni transportni protein in mediator
celicnega prevzema za biolosko aktivne oblike nekaterih steroidnih hormonov. Z visoko

afiniteto veze predvsem androgene ter estradiol. (3, 4)

"V plazmi se nahaja v obliki glikoproteina (slika st. 4), ki je sestavljen iz dveh enakih
nekovalentno vezanih monomerov po 40,5 kDa. Vsako podenoto sestavlja 373 aminokislin,
tri oligosaharidne stanske verige ter dve disulfidni vezi. V monomeru se tudi nahajata dva f3-
prepognjena lista povezana z vodikovimi vezmi, ki sta potrebna za kasnejSo tvorbo strukture
dimerja. Na zrelem homodimerju se nahajata dve enako aktivni specifi¢ni vezavni mesti za
steroide kot so DHT, testosteron ali estradiol. Kot v primeru kortizol vezocega globulina in
tiroksin vezocCega globulina so prisotne stranske oligosaharidne verige, ki tvorijo specifi¢no
strukturno organizacijo. Glikozilacija naj ne bi bila zasluzna za sposobnost vezave steroidov,
ampak bi naj igrala vlogo pri interakciji SHBG-steroid kompleksov z celi¢nimi receptorji v
tarcnih tkivih. Razpolovni ¢as molekule se z glikozilacijo podaljSa in omogoci vecje Stevilo

interakcij z drugimi makromolekulami.” (3)

(b)

C-terminal C-terminal
LG-domena LG-domena

Slika 4: Humani spolne hormone vezoci glikoprotein 0z. SHBG (22)

Velika vecina plazemskega SHBG se sintetizira v jetrih, v manjSih koli¢inah se sintetizira v
testisih, prostati, ovarijih, endometriju in placenti. (3, 23)
"SHBG trasnkripcijo regulirajo trije tkivno specificni promotorji. Najvaznejsi je P promotor,

kateri se nahaja v hepatocitih v izobilju. Kodirajo¢ gen za SHBG obsega 4kb in je sestavljen
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iz osmih eksonov in sedem intronov. Smatra se, da imajo polimorfizmi posami¢nih
nukleotidov na genu za SHBG velik vpliv na sintezo in fukncijo proteina. Dolocene

polimorfizme se povezuje z razvojem sladkorne bolezni tip 2, a povezava $e ni dokazana." (3)

Sinteza SHBG je podvrzena mnogim razlicnim metabolnim ter hormonalnim vplivom. (3, 4)

Predvideva se, da prisotnost inzulina zniza sposobnost sinteze SHBG v hepatocitih. Nekatere
raziskave omenjajo sploSno zmanjSanje sinteze proteinov in izpostavljajo monosaharide kot

vzrok za zmanj$ano sintezo SHGB. (3, 4)

Vsekakor velja, da je plazemska koncentracija SHBG podvrzena metabolnim motnjam, ki so

povezane z zgodnjo fazo razvoja sladkorne bolezni tip 2. (3, 4, 23)
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2. NAMEN DELA

2.1. NAMEN

V diplomski nalogi zelimo ugotoviti, v kolik§nem odstotku se vrednosti SHBG in testosterona
ujemajo s klini¢no sliko. V ta namen bomo izbrali skupino bolnic in jih primerjali s kontrolno
skupino. Izra¢unali bomo specifi¢nost in obcutljivost testov (testosterona in SHBG) ter za
kombinacijo obeh. Izracunali bomo tudi, za koliko se specifi¢nost in obcutljivost razlikujeta

(v %) med posameznimi testi.

2.2. HIPOTEZA

V serumu bolnic, za katere je potrjena diagnoza sindroma policisti¢nih ovarijev, so vrednosti

SHBG znizane in vrednosti testosterona povisane v primerjavi s kontrolno skupino.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCI

Vsi vzorci so pridobljeni v obdobju 2011/2012, od preiskovank, ki smo jih opredelili na
osnovi predhodnih raziskav v kontrolno skupino in skupino bolnic. Vse preiskovanke so bile
testirane v rodni dobi pred nastopom menopavze. IzraCunali smo povpre¢no starost in

standardno deviacijo za obe skupini, kot je razvidno iz tabele st. 1.

Tabela 1: Osnovna statisti¢na analiza starosti preiskovank

Kontrolna skupina Bolnice
Stevilo preiskovank 54 9
Povprecna starost 33 31
Standardna deviacija 5,7 5,7

3.2. TESTOSTERON

Princip metode
Za dolocanje testosterona smo uporabili aparaturo Atomatic Gamma Counter Wallac Wizard
1470. Test smo izvedli s setom za radioimunoloSsko metodo (RIA- radioimmunoassay) in

pripadajo€imi reagenti proizvajalca DiaSorin.

3.2.1. Reagenti in material

V/si reagenti so iz seta reagentov TESTO-CTK proizvajalca DiaSorin:

epruvete z vezanimi anti-testosteron protitelesi
e raztopina testosterona, oznacenega z '

e 6 standardov z razli¢nimi koncentracijami testosterona, od 0 do 34,7 nmol/L
e kontrolni serum, liofiliziran

e (deionizirana voda

e 2 epruveti 12x70 mm za totalno aktivnost (T) (24)
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3.2.2. Vzorci

Primeren je serum, ki je shranjen na temperaturi od 2 do 8°C 24 ur. V primeru, da se analize
ne izvedejo v 24 urah, je vzorce potrebno zamrzniti pri -20°C ali manj. Za vzor¢ni material
smo uporabili serum, ki je bil lo¢en od sedimenta in zamrznjen na -20°C. Shranjujemo ga v
plasticnih ali steklenih vialah. Pred uporabo je potrebno vzorce odmrzniti ter premesati z
vortex mesalnikom. Vzorce, ki so mikrobiolosko kontaminirani, hemolizirani ali lipemicni, ne

uporabimo za analizo.

3.2.3. Umerjanje aparature

Za vsako serijo analiz se pripravi umeritveno krivuljo v dvojniku. Osnovo za krivuljo dobimo

z meritvijo standardov iz seta od najnizje do najvisje koncentracije. Merilno obmocje metode

je od 0,07 — 34,7 nmol/L. (24)

3.2.4. Postopek testa

Pred pricetkom dela vzamemo sete z reagenti iz hladilnika in jih segrejemo na sobno
temperaturo in previdno premesamo. Liofiliziran kontrolni serum raztopimo z deionizirano
vodo po navodilu na embalazi. Epruvete ozna¢imo za standarde v dvojniku, kontrolni serum,
vzorce in totalno aktivnost (T). Odpipetiramo po 50 pL standardov, kontrole ter vzorcev na
dno epruvet. V vse epruvete dodamo po 500 uL reagenta testosteron-1'2>. Epruvete pazljivo
premeSamo, pokrijemo z aluminijasto folijo in inkubiramo 3 ure na 37°C. Po inkubaciji
odsesamo vsebino epruvet, razen T. Za meritev zlozimo epruvete po vrstnem redu v stojala z
oznako in kodo preiskave od leve proti desni:

o T

¢ standardi od najnizje do najvi§je koncentracije v dvojniku

¢ kontrolni vzorec

e Vvzorci v enojniku
Stojala zlozimo v aparaturo, kjer se po tekoCem traku pomikajo v merilno komoro. Zadnje

stojalo mora biti stojalo z oznako STOP. Rezultati meritev se izpiSejo na tiskalniku.

Opis radioimunoloske metode
Osnova metode je direktna kompetitivna imunoloska tehnika, pri kateri merimo ionizirajoce
sevanje oznacenih antigenov. Reakcija poteka v epruvetah z vezanimi protitelesi anti-

testosteron. Vzorcu dodamo derivat testosterona oznadenega z radioaktivnim izotopom 1'%,
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Oznalen testosteron-1'® tekmuje za vezavna mesta s testosteronom iz vzorca za vezavna
mesta na omejenem Stevilu protiteles. S spiranjem odstranimo nevezane snovi in izmerimo
aktivnost vzorcev z gama Stevcem. Meritev nam omogoca Nal(Tl) kristal, ki pod vplivom
energije ionizirajoéega sevanja oddaja luminiscenco. Emitirano svetlobo zazna

fotopomnozevalka. (24, 25)

3.2.5. Rezultati

Aktivnost vzorca je obratno sorazmerna s koncentracijo testosterona v vzorcu. Analizator nam
avtomatsko pretvori izmerjen signal v ng/mL. Rezultate navajamo v nmol/L, zato je potrebno
vrednosti v ng/mL pomnoziti s 3,47.

ENACBA: nmol/L = ng/mL * 3,47

Obmocje linearnosti metode je do 34,7 nmol/L. V primeru, da vzorec presega to vrednost,
redéimo 11x s standardom 0 nmol/L (20 pL + 200 pL standarda 0), ki je v reagen¢nem
kompletu.

3.2.6. Specifi¢ne karakteristike naprave Gamma Counter Wallac Wizard

Meritveno obmocje

Kvantitativna dolo¢itev za metodo RIA je mogoca v obmocju od 0,07 do 34,7 nmol/L.
Obmogje linearnosti metode je do 34,7 nmol/L. V primeru, da vzorec presega to vrednost,
red¢imo 11x s standardom 0 nmol/L (20 pL vzorca + 20 OuL standarda 0), ki je v reagencnem

kompletu. (24, 25)

Referencno obmocje

Referen¢no obmocje za meritve testosterona je 1,0 — 3,0 nmol/L.

Analiti¢na obcutljivost

Najnizja meja detekcije za metodo je 0.07 nmol/L. (24)

Natan¢nost metode
Natan¢nost se dolo¢i tako, da se na 3 vzorcih z razliénimi koncentracijami glikoproteina
ponovi meritev 14 krat v eni seriji za doloCitev ponovljivosti (tabela $t. 2) in 10 krat v

razli¢nih serijah s 4-mi vzorci za dolocCitev obnovljivosti (tabela §t. 3). (24)
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Tabela 2: Izsledki meritev vzorcev za dolocitev ponovljivosti (24)

Vzorec 1 2 3
Stevilo analiz 14 14 14
Povprecje (nmol/L) 3,92 12,53 25,23
Standardna deviacija (nmol/L) 0,315 0,548 0,909
Koeficient variacije (%) 8,06 4,38 3,16

Tabela 3: Izsledki meritev vzorcev za dolocitev obnovljivosti (24)

Vzorec 1 2 3 4
Stevilo analiz 10 10 10 10
Povprecje (nmol/L) 1,453 | 7,509 | 16,135 | 32,417
Standardna deviacija (nmol/L) 0,111 | 0,468 | 1,176 | 2,294
Koeficient variacije (%) 758 6,23 |7,28 7,08

Tocnost metode

Preizkus to¢nosti se je izvedel s preizkusom redéenja (tabela st. 4), kjer se je vzorcem z znano
koncentracijo dodajalo standard-0 in s tako imenovanim "recovery"” preizkusom (tabela st. 5),
kjer so se znanim vzorcem dodajale vse visje koncentracije raztopine testosterona. Oba

preizkusa sta se izvedla v dveh serijah. (24)
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Tabela 4: Izsledki meritev preizkusa red¢enja (24)

Vzorec Faktor red¢enja Izmerjene Pricakovane Izmerjene/Pri¢akovane
vzorec/standard O | koncentracije koncentracije (%)
(nmol/L) (nmol/L)
1 11 18,67 - -
1:2 9,02 9,33 96,7
1:4 4,51 4,65 96,7
1:8 2,32 2,33 99,7
1:16 1,18 1,17 101,2
1:32 0,62 0,59 107,1
2 1:1 17,80 - -
1:2 9,68 8,92 108,8
1:4 4,58 4,44 102,9
1:8 2,36 2,22 106,0
1:16 1,08 1,11 96,7
1:32 0,52 0,56 93,6
Tabela 5: Izsledki meritev "recovery" preizkusa (24)
Vzorec Dodane Izmerjene Pricakovane Izmerjene/Pri¢akovane
koncentracije koncentracije koncentracije (%)
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
1 brez dodatka 1,04 - -
13,46 14,23 14,50 98,1
8,54 8,68 9,26 90,6
3,85 521 4,89 106,4
2,39 3,47 3,44 101,0
1,35 2,43 2,39 101,4
2 brez dodatka 15,55 - -
13,46 30,88 30,26 102,1
8,54 25,68 25,33 101,4
3,85 22,21 20,65 107,6
2,39 19,78 19,19 103,1
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1,35

18,39

18,15 101,3

Specificnost metode

Specifiénost metode se je dolo¢ila z dodatkom kriznih reaktantov k vzorcu z znano

koncentracijo za dolocitev navzkrizne reaktivnosti (tabela $t. 6). Za odvzem se je uporabilo

vakutejnerje brez aditivov.

Tabela 6: Izsledki meritev vzorcev za dolocitev specifi¢nosti (24)

Krizni reaktanti

Delez krizne reaktivnosti (%)

5-dihidrotestosteron

6,9

Androstenedion 1,1
19-norethisteron 0,33
Danazol 0,15
Dehydroepiandrosteron 45x 107
5a-androstan-3o,17p-diol 2,5x 107
Testosteron glukoronid 2,0x10°
Kortizol <1,0x 107
Kortikosteron <1,0x 107
Holesterol <1,0x 10
Deoksikortikosteron <1,0x 107
17-epitestosteron <1,0x107
Testosteron sulfat <1,0x 10
Androsteron <1,0x107
3B-oksiandrostan-5p,17-on <1,0x 107
Progesteron <1,0x10°
Estron <1,0x107
Estradiol, Etinilestradiol <1,0x 107
Estriol <1,0x 107
Dexametazon <1,0x 107

Antikoagulanta EDTA in heparin ne interferirata pri preiskavi. (24)
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3.3. SHBG

3.3.1. Princip metode

Za doloc¢anje SHBG v plazmi smo uporabili IMMULITE analizator proizvajalca SIEMENS.
Test smo izvedli s setom za kemiluminiscenéno imunometricno metodo (CLIA -

chemiluminescence immunoassay) in pripadajo¢imi reagenti.

3.3.2. Reagenti in material

Splosni reagenti ter Cistilna sredstva iz setov SIEMENS Chemiluminescent Substrate Module,
SIEMENS Probe Wash Module in SIEMENS Probe Cleaning Kit :
e raztopina kemiluminiscen¢nega substrata
e raztopina za spiranje aparata
e raztopina za CiS¢enje igel
Reagenti pripravljeni v laboratoriju:
e raztopina 10% Na-hipoklorita
e raztopina 70% izopropilnega alkohola
e deionizirana voda
Reagenti iz seta SIEMENS SHBG:

e raztopina za redCenje vzorcev

testne enote z vezanimi primernimi anti-SHBG monoklonalnimi protitelesi

e raztopina sekundarnih anti-SHBG poliklonalnih protiteles, konjugiranih z alkalno
fosfatazo

o Kkalibrator I nizek

e Kkalibrator 11 visok

e kontrolni serum 1in 2

Material iz kompletov SIEMENS Sample Cup Holders in SIEMENS Sample Cup:
e nosilci za vzorce s ¢rtno kodo

e plasticne kivete
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3.3.3. Vzorci

Po odvzemu lahko vzorce shranjujemo do 7 dni pri 2-8°C ali 2 meseca pri -20°C. Za vzoréni
material smo uporabili serum, ki je bil lo¢en od sedimenta. Shranjujemo ga v plasti¢nih ali
steklenih vialah. Pred uporabo je potrebno zamrznjene vzorce odmrzniti ter premesati z vortex
mesalnikom. Ponavljajo¢ega se odmrzovanja in zamrzovanja se poskuSamo izogniti.
Minimalna Kkoli¢ina vzorca, potrebnega za analizo, je 10 uL. NajmanjSa koli¢ina vzorca za
eno analizo skupaj z mrtvim volumnom (100 uL) je 110 uL.

Obicajno red¢imo vzorec 1:21, kar pomeni 20 pL vzorca + 400 uL raztopine za red¢enje. (26)

Ostale zahteve za vzorce so enake kot pri dolocanju testosterona.

3.3.4. Umerjanje aparature

Umerjanje je potrebno ob vsaki menjavi serije reagentov ali vsakih 14 dni. Osnovna
kalibracijska krivulja je podana s strani proizvajalca in se prilagodi z rekalibracijo naSim
pogojem. Za rekalibracijo uporabimo kalibratorja I in Il za nizko in visoko merilno obmogje.

Glede na meritvi, dobljeni s kalibratorjema, program prilagodi umeritveno krivuljo. (26)

3.3.5. Postopek testa

Reagente in testne enote pred pricetkom dela vzamemo iz hladilnika in pocakamo da se
segrejejo na sobno temperaturo. Preverimo, ¢e je zadosti tekoCine za spiranje, deionizirane
vode in raztopine substrata v aparatu. V primeru, da je katere izmed tekoCin premalo,
pripravimo novo. Za pripravo aparata na meritev Se speremo celoten sistem, da odstranimo
vse mehurcke in morebitne ostanke osuSenih reagentov. Reagentom odstranimo zasc¢itno
folijo ter vstavimo v kroznik. Kroznik z reagenti vloZzimo v inkubator, avtomatsko se precitajo
¢rtne kode in preveri nivo tekoCin. Vzorce in kontrolne serume premeSamo. Vzorce
razred€imo z raztopino za redcenje iz seta reagentov. Red¢imo 1:21 (20 uL vzorca + 400 pL
raztopine za redCenje), premeSamo in prelijemo v plasticne kivete, ki jih vlozimo v
ostevilCene nosilce s ¢rtno kodo. Vzorce ozna¢imo s Stevilkami in vnesemo v delovno listo.
Za vsakim vzorcem postavimo v aparat testno enoto iz reagen¢nega seta. Delovni postopek v
napravi je sledec:

e pipetiranje vzorcev v testne enote

e odpipetira se ragent s sekundarnimi konjugiranimi protitelesi

e sledi 30 minutna inkubacija

e testne enote se sperejo, da se odstrani odvecne nevezane snovi
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e odpipetira se izoluminolni substrat

e nazadnje steCe meritev s fotopomnozevalko. (26)

Opis kemiluminiscen¢ne imunoloske metode

Metoda temelji na nekompetativni indirektni reakciji protitelo-antigen-konjugirano protitelo.
Reakcija se izvaja v testni enoti, ki vsebuje plasticno kroglico prekrito z anti-SHBG
monoklonalnimi protitelesi. Reagent vsebuje anti-SHBG poliklonalna protitelesa konjugirana
z alkalno fosfatazo. SHBG v vzorcu se veze na primarna protitelesa na nosilcu, v naslednji
stopnji se vezejo konjugirana sekundarna protitelesa na vezan SHBG. Tvori se kompleks
primarno anti-SHBG/SHBG/sekundarno anti-SHBG/alkalna fosfataza. Nevezane snovi se
sperejo. Inkubacija se izvaja pri 37°C in traja 30 min. Zadnja stopnja je dodatek substrata, ki
vsebuje izoluminolni derivat. Alkalna fosfataza konjugirana s poliklonalnimi anti-SHBG
razgradi substrat, pri Cemer pride do kemiluminiscence. Svetlobni signal izmeri
fotopomnozevalka. Itenziteta kemiluminiscence je premosorazmerna s koncentracijo SHBG v

vzorcu. (26)

3.3.6. Rezultati

Itenziteta kemiluminiscence je premosorazmerna s koncentracijo SHBG v vzorcu. Analizator

izmerjeno svetlobo avtomatsko pretvori iz relativnih luminiscen¢nih enot v nmol/L. (26)

3.3.7. Specifi¢ne karakteristike analizatorja IMMULITE

Meritveno obmocje
Za kvantitativno dolo¢anje SHBG na analizatorju se meritveno obmocje giblje od 0,2 do 180
nmol/L. Vrednosti niZzje od 0,2 nmol/L navajamo kot <0,2 nmol/L. Linearnost metode je
zagotovljena do 180 nmol/L. Vzorce z vi§jo koncentracijo je potrebno redgiti:

e 1:41, kar pomeni 20 uL vzorca + 800 pL raztopine za redCenje, rezultat mnozimo s 2

e 1:61, kar pomeni 20 pL vzorca + 1200 pL raztopine za red¢enje, rezultat mnozimo s 3.
(26)

Referencno obmocje

Referen¢no obmocje za dolo¢anje SHBG na analizatorju je 18 — 114 nmol/L.
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Analiti¢na obcutljivost

Analiti¢na obcutljivost je definirana kot minimalna meja detekcije in je 0,2 nmol/L. (26)

Primerjalna metoda

Vzorce 68-tih pacientov se je testiralo z metodo "DPC" IRMA-Count SHBG in
"IMMULITE" SHBG. Vsi vzorci so bili znotraj merilnega obmoc¢ja metode (0,2 do 180
nmol/L)

ENACBA PREMICE: IMMULITE = 0,92 (IRMA-Count) + 3,6 nmol/L; r = 0,979

Natan¢nost metode
Natancnost se doloci tako, da se na 5-tih vzorcih z razlicnimi koncentracijami glikoproteina
ponovi meritev 20 krat v eni seriji za doloCitev ponovljivosti (tabela §t. 7) in 20 krat v

razli¢nih serijah na 5-tih vzorcih za dolocitev obnovljivosti (tabela st. 8). (26)

Tabela 7: Izsledki meritev vzorcev za dolocitev ponovljivosti (26)

Vzorec 1 2 3 4 3)
Stevilo analiz 20 |20 |20 |20 |20
Povprecje (nmol/L) 4,5 11 33 64 121
Standardna deviacija(nmol/L) 0,31 [0,85 |20 2,6 91
Koeficient variacije (%) 6,9 7,7 6,1 4,1 7,5

Tabela 8: Izsledki meritev vzorcev za dolo¢itev obnovljivosti (26)

Vzorec 1 2 3 4 5
Stevilo analiz 200 |20 |20 |20 |20
Povprecje (nmol/L) 6,0 12 35 71 105
Standardna deviacija (nmol/L) 0,77 |11 2,8 5,3 6,1
Koeficient variacije (%) 13 9,2 8,0 7,5 58

Tocnost metode
Preizkus to¢nosti metode se je izvedel s preizkusom red¢enja (tabela st. 9), kjer se je vzorcem

z znano koncentracijo dodajalo raztopino za red¢enje in s "recovery"” preizkusom (tabela st.
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10), kjer se je vzorcu z znano koncentracijo dodajalo vse visje koncentracije raztopine

testosterona.
Tabela 9: Izsledki meritev preizkusa red¢enja (26)
Vzorec Faktor red¢enja Izmerjene Pricakovane [zmerjene/Pri¢akovane
vzorec/razt. za koncentracije | koncentracije (Vv %)
redcenje (nmol/L) (nmol/L)
1 1:1 125 - -
1:2 59 63 94
1:4 33 31 106
1:8 18 16 113
2 1:1 135 - -
1:2 68 68 100
1:4 35 34 103
1:8 20 17 118
3 1:1 156 - -
1:2 80 78 103
1:4 41 39 105
1:8 23 20 115
Tabela 10: Izsledki meritev "recovery" preizkusa (26)
Vzorec | Zmes Izmerjene koncentracije | Pri¢akovane Izmerjene/Pri¢akovane
(nmol/L) koncentracije (% ponovljivosti)
(nmol/L)
1 brez 19 - -
dodatka
A 21 24 88
B 28 32 88
C 49 50 98
2 brez 49 - -
dodatka
A 48 53 92
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B 58 61 95

C 79 79 100
3 Brez 54 - -

dodatka

A 58 57 102

B 58 65 89

C 86 83 104

Specifiénost metode
Specifi¢nost metode se je dolo€ila z dodatkom kriznih reaktantov k vzorcu z znano
koncentracijo za dolo€itev navzkrizne reaktivnosti (tabela 11). Za odvzem se je uporabilo

vakutejnerje brez aditivov.

Tabela 11: Izsledki meritev vzorcev za dolocitev specific¢nosti (26)

Krizni reaktanti Testirani dodatki Delez krizne reaktivnosti (%)
Alfa-fetoprotein (AFP) 368ug/L 0
Kortizol 275,900nmol/L 0
11-deoksikortizol 11,560nmol/L 0
5a-dihidroksitestosteron 68,860nmol/L 0
Estradiol 13,216pmol/L 0
Humani serumski albumin | 0,5g/L 0
(HSA)

Testosteron 69,340nmol/L 0
Tiroglobulin 454pmol/L 0
Tiroksin-vezoc globulin | 193pg/mL 0
(TBG)

Transferin 4mg/mL 0

3.4. STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Dobljene rezultate meritev smo analizirali s pomo¢jo programa MedCalc. Pri vseh skupinah
rezultatov smo izra¢unali osnovne statisticne parametre ter opredelili distribucijo za nadaljnjo
analizo. Statisti¢ne teste se je izvajalo s stopnjo znacilnosti 0,05.

31




Simon Guzelj Diplomska naloga

3.4.1. Testiranje normalnosti porazdelitve

Za testiranje normalnosti smo izbrali Kolmogorov-Smirnov test porazdelitve, kjer smo
preverili ujemanje porazdelitve dobljenih vrednosti s standardno normalno porazdelitvijo in
opravili osnovno statisticno analizo podatkov (tabele §t. 12, 13, 14 in 15).

Kot hipotezi smo predpostavili:
Ho: Rezultati meritev se porazdeljujejo normalno

Hi: Rezultati meritev se ne porazdeljujejo normalno

3.4.2. Testiranje statisti¢no znacilnih razlik

V nadaljnjem postopku nas je zanimalo, ¢e obstaja statisti¢no znacilna razlika med kontrolno
skupino in skupino bolnic. Zato smo na osnovi testa porazdelitve izbrali parametri¢ni t-test
enakosti varianc za neodvisne vzorce, ki se porazdeljujejo normalno ali neparametri¢ni Mann-
Whitney U-test vsote rangov za vzorce, Ki ne sledijo normalni porazdelitvi.

Kot hipotezi smo postavili:
e Ho: Med skupinama ni statisti¢no znacilnih razlik
e Hj: Med skupinama obstaja statisticno znacilna razlika

Formula za T-test za enakost varianc:
 Xu-Xs  Xi-Xs

2 2 J
oy oy )

Formula Mann-Whitney U-testa vsot rangov:

_ |T1 —n, '(nl +n, +1)/2‘
Jmny - (n +n, +1)/12

VA

3.4.3. Specifi¢nost in obcutljivost

Specifiénost in obcutljivost sta lastnosti testa, ki nam omogocata oceno, kako uéinkovita je
binarna klasifikacija na bolne in zdrave.

Za izratun posameznega parametra je kot prvo potrebna delitev na pravilno pozitivne,
pravilno negativne, nepravilno negativne in nepravilno pozitivne (tabela 12). Podatke za
analizo smo pridobili s pomoc¢jo predhodnih preiskav, ki so jih za nas izvedli na Ginekoloski
kliniki v Ljubljani in podatkov pridobljenih z meritvami testosterona in SHBG.
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Tabela 12: Opredelitev izidov testa

TEST
Pozitiven Negativen
(T+) (T-)
Bolezen Prisotna PP NN
(B+) Pravilno pozitiven izid Nepravilno negativen izid
Odsotna NP PN
(B-) Nepravilno pozitiven izid Pravilno negativen izid

3.4.3.1. Opredelitev rezultatov preiskav

Za preiskavo testosterona smo $teli kot:
pravilno pozitivne - bile so nad referen¢nim obmocjem in bolezen je prisotna,
pravilno negativne - bile so v ali pod referenénim obmoc¢jem in bolezen ni prisotna,
nepravilno negativne - bile so v ali pod referenénim obmocjem in bolezen je prisotna,
nepravilno pozitivni - bile so nad referenénim obmoc¢jem in bolezen ni prisotna.

Za preiskavo SHBG smo Steli kot:
pravilno pozitivne - bile so pod referen¢nim obmoc¢jem in bolezen je prisotna,
pravilno negativne - bile so v ali nad referen¢nim obmoc¢jem in bolezen ni prisotna,
nepravilno negativne - bile so v ali nad referenénim obmocjem in bolezen je prisotna,

nepravilno pozitivne — bile so pod referenénim obmoc¢jem in bolezen ni prisotna.

Za kombinacijo preiskav testosteron — SHBG smo $teli kot:

pravilno pozitivne - bile so nad referen¢nim obmocjem za testosteron ali pod
referen¢nim obmoc¢jem za SHBG ali oboje in bolezen je prisotna,

pravilno negativne - bile so pod ali v referencnem obmocju za testosteron ter v ali nad
referenénim obmocjem za SHBG in bolezen ni prisotna,

nepravilno negativne - bile so v ali pod referen¢nim obmocjem za testosteron ter v ali
nad referenénim obmocjem za SHBG in bolezen je prisotna

nepravilno pozitivni - bile so nad referenénim obmocjem za testosteron ali pod
referencnim obmoc¢jem za SHBG ali oboje, vendar bolezen ni prisotna
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3.4.3.2. Izracun

Na osnovi opredelitve smo lahko izracunali specifi¢nost, ki je definirana kot verjetnost
negativnega izida pri osebah, pri katerih bolezen ni prisotna in ob¢utljivost, ki je definirana
kot verjetnost pozitivnega izida testa pri osebah, pri katerih bolezen je prisotna.

Za izracun:
e specifi¢nosti uporabljamo formulo: specifi¢nost = PN x 100 / PN+NP

e obcutljivosti uporabljamo formulo: ob¢utljivost = PP x 100 / PP+NN

Ker nas zanima, za koliko odstotkov se specificnost in obcutljivost razlikujeta med
posameznimi testi, smo tudi to izracunali. Pri izrac¢unu razlikas = specifi¢nost1 — specifi¢nost2
0z. razlika, = obcutljivost]l — obc¢utljivost2 smo uporabili absolutno vrednost.
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4. REZULTATI

4.1. OVREDNOTENJE SKUPIN

Glede na predhodne preiskave na Ginekoloski kliniki v Ljubljani smo razdelili preiskovanke

na skupino bolnic in kontrolno skupino. V skupini bolnic smo pridobili 9 vzorcev in 54 v

kontrolni skupini. Posamezne meritve smo prikazali v grafih (graf 1, 2, 3 in 4) z referen¢nim

obmoc¢jem (odebeljeni ¢rti). V skupini bolnic smo pridobili 9 vzorcev in 54 v kontrolni

skupini.

Testosteron
nmol/L
w
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+

min 1,0

Stevilo vzorcev

Graf 1: Porazdelitev merjenih vrednosti testosterona obolelih preiskovank z intervalom
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Graf 2: Porazdelitev merjenih vrednosti SHBG obolelih preiskovank z intervalom referen¢nih

vrednosti
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4.2. REZULTATI STATISTICNE ANALIZE PODATKOV

Pri vseh skupinah rezultatov smo izracunali osnovne statisticne parametre ter opredelili

distribucijo za nadaljnjo analizo. Statisti¢ne teste se je izvajalo s stopnjo znacilnosti 0,05.

a) Kolmogorov-Smirnov test za testiranje normalnosti porazdelitve je potrdil ni¢elno hipotezo
(P > 0,05), da se rezultati meritev porazdeljujejo normalno, kar je razvidno iz tabel st. 13, 14,

15in 16. V tabelah smo prav tako navedli rezultate osnovne statisti¢ne analize.

Tabela 13: Rezultati dobljeni s Kolmogorov-Smirnov testom za testiranje normalnosti
porazdelitve meritev testoterona kontrolne skupine

Velikost vzorca 54
Najvisja vrednost 3,9
NajniZja vrednost 0,5
Povprecna vrednost 1,9
Mediana 1,7
Varianca 0,6566
Standardna deviacija 0,8103
Kolmogorov-Smirnov test za normalno distribucijo | P = 0,2493 sprejmemo ni¢elno hipotezo

Tabela 14: Rezultati dobljeni s Kolmogorov-Smirnov testom za testiranje normalnosti
porazdelitve meritev testosterona skupine bolnic

Velikost vzorca 9
Najvi§ja vrednost 4.8
Najnizja vrednost 1,3
Povpre¢na vrednost 3,1
Mediana 3,5
Varianca 1,3319
Standardna deviacija 1,1541
Kolmogorov-Smirnov test za normalno distribucijo | P = 0,8892 sprejmemo ni¢elno hipotezo
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Tabela 15: Rezultati dobljeni s Kolmogorov-Smirnov testom za testiranje normalnosti
porazdelitve meritev SHBG kontrolne skupine

Velikost vzorca 54
Najvisja vrednost 144
Najnizja vrednost 17
Povprecna vrednost 56,9
Mediana 50,00
Varianca 730,086
Standardna deviacija 27,0201
Kolmogorov-Smirnov test za normalno P =0,2082 sprejmemo nicelno hipotezo
distribucijo

Tabela 16: Rezultati dobljeni s Kolmogorov-Smirnov testom za testiranje normalnosti
porazdelitve meritev SHBG skupine bolnic

Velikost vzorca 9
Najvisja vrednost 72
Najnizja vrednost 13
Povpreéna vrednost 31,4
Mediana 27,00
Varianca 385,028
Standardna deviacija 19,6221
Kolmogorov-Smirnov test za normalno P =0,7400 sprejmemo nicelno hipotezo
distribucijo

b) Dodatno k osnovni statisti¢ni analizi smo izrisali grafe, ki nam predstavljajo razporeditev
rezultatov glede na analit in skupino (graf st. 1 in 2). Zaboj predstavlja spodnji in zgornji
kvartil, ¢rta v zaboju mediano, ro¢aji skrajne vrednosti in pike ekstremne meritve, ki bi lahko

bile posledica napake.
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Graf 5: Porazdelitev meritev testosterona za kontrolno skupino (testosteronl) in skupino
bolnic (testosteron2)
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Graf 6: Porazdelitev meritev SHBG za kontrolno skupino (SHBG1) in skupino bolnic

(SHBG2)

c) Ker sledijo vse skupine rezultatov normalni porazdelitvi, smo izbrali T-test. Nicelno

hipotezo smo zavrnili, saj je P<0,5, kar je tudi razvidno iz tabel st. 17 in 18.

Tabela 17: Izsledki T-testa dveh neodvisnih vzorcev, ki sledita normalni distribuciji za

testosteron
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Vzorec 1

Spremenljivka

|Testostemn 1

Vzorec 2

Spremenljivka

 Testosteron 2

Vzorec 4 Vzorec 2
Velikost vzorca 54 g
Povpreéna vrednost 1,9037 31222
95% interval zaupanja 1,6825 to 2,1249 2.2351 to 4,0093
Varianca 0,6566 1,3319
Standardna deviacija 0,8103 1.1541
Standardna napaka srednje vrednosti 0,1103 0.3847
F-test za enakost varianc P=0121
T-test (za homogenost varianc)
Razlika 1.2185
Standardna napaka 0,3108
95%interval zaupanja za razliko 0.5870 to 1,8400
Testna statistika t 3.821
Stopnje prostosti ) 61
Dvostranska verjetnost _ P =10.0002

Tabela 188: Izsledki T-testa dveh neodvisnih vzorcev, ki sledita normalni distribuciji za

SHBG
'u'mr_ec 1
Spremenljivika | SHBG 1
vmrt_t{: 2
Spremenljivka | SHBG 2
Vzorec 1 Vzorec 2
Velikost vzorca 54 9
Povpreéna vrednost 569074 31,4444
95% interval zaupanja 49 5323 to 64,2825 16,3615 to 46 5273
Varianca 730,0856 3850278
Standardna deviacija 27,0201 19,6221
Standardna napaka srednje vrednosti 3.6770 6.5407
F-test za enakost varianc P=0339
T-test (za homogenost varianc)
Razlika -25 4630
Standardna napaka 9.4220
95% interval zaupanja za razliko -44 3035 to -6 6225
Testna statistika t -2.702
Stopnje prostosti ) 61
Dvostranska verjetnost P =0,0039
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¢) Na osnovi podatkov dobljenih iz opredelitve smo izracunali specifi¢nost in obcutljivost

obeh testov ter specificnost in ob¢utljivost za kombinacijo obeh testov (tabela 19).

Tabela 19: Izsledki izracuna specifi¢nosti in obcutljivosti

Testosteron SHBG Testosteron/SHBG
kombinacija
Pravilno pozitivni 5 3 8
Pravilno negativni 47 53 46
Nepravilno negativni 4 6 1
Nepravilno pozitivni 7 1 8
Specifi¢nost (%) 87 98 85
Obcutljivost (%) 56 33 88

d) Preverili smo tudi za koliko odstotkov se razhajata parametra specifi¢nost in obcutljivost

med testi.

Tabela 20: Primerjava parametrov med testi

Testosteron s Testosteron s SHBG s
SHBG kombinacijo kombinacijo
Specifi¢nost (razlika v %) 11 2 13
Obcutljivost (razlika v %) 23 32 55
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5. RAZPRAVA

5.1. KONCENTRACIJE TESTOSTERONA IN SHBG

S pridobljenimi serumskimi koncentracijami testosterona in SHBG smo med seboj primerjali
skupino bolnic s kontrolno skupino. V analizo smo vkljucili meritve 9-ih bolnic in 54-tih

domnevno zdravih preiskovank.

Za kontrolno skupino smo ugotovili, da je bila povpre¢na vrednost testosterona 1,9 + 0,8
nmol/L. Najnizja izmerjena vrednost je bila 0,5 nmol/L, najvisja pa je dosegla vrednost 3,9
nmol/L. Referencno obmocje za testosteron je 1,0 - 3,0 nmol/L, v tem obmocju se je nahajalo
81,5% vseh meritev. Pod referenénim obmoc¢jem je bilo 5,6% meritev in nad referenénim
obmocjem 12,9%.

Pri meritvah SHBG smo dobili povprecno vrednost 57 = 27 nmol/L. Najnizja izmerjena
vrednost je bila 17 nmol/L, kot najvi§jo smo dobili 144 nmol/L. Referen¢ni interval 18 -114
nmol/L je zavzel 92,6% vseh meritev, pod referenénim obmoc¢jem je bilo 1,9% meritev in nad
referenénim obmocjem se je nahajalo 5,5%.

Dobljene vrednosti se dobro ujemajo s posameznim referenénim obmocjem. Povprecna
vrednost dobljena za SHBG se uvrsti med povprecne vrednosti, ki so bile pridobljene na
podezelski populaciji na Kitajskem, kjer so raziskovali razne prehranske vplive na plazemske
koncentracije nekaterih analitov vkljuéno s SHBG in ve¢jih raziskav na obmocju ZDA, Kjer

so iskali povezave med SHBG ter sladkorno boleznijo tip 2. (3, 23)

Pri skupini bolnic smo dobili povprecno vrednost testosterona 3,1 + 1,1 nmol/L. Najnizja
izmerjena vrednost je bila 1,3 nmol/L, najvi§ja pa 4,8 nmol/L. V intervalu referencnega
obmocja je bilo 44.4% vrednosti, nad referencnim pa se je nahajalo 55,6%.

Za meritve SHBG smo dobili povpre¢no vrednost 31 + 20 nmol/L. Kot najnizjo izmerjeno
vrednost smo dobili 13 nmol/L, kot najvi§jo pa 72 nmol/L. V referencnem obmocju se je
nahajalo 66,7% meritev, pod njim pa 33,3%.

Variacija za SHBG je izpadla zelo visoka, vzrok so lahko mnogi procesi v organizmu, Ki
imajo vlogo pri sintezi ali majhna populacija, ki je bila vkljuéena v analizo.

Pridobljeni povprecji za SHBG in testosteron se priblizata angleski Studiji, ki se je ukvarjala s
SHBG kot morebitnim markerjem za inzulinsko rezistenco. (28)
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5.2. PRIMERJAVA MED KONTROLNO SKUPINO IN SKUPINO
BOLNIC

Kot eno izmed klju¢nih nalog smo si zadali primerjavo med skupino bolnic in kontrolno
skupino. Analiza je pokazala, da so prisotne statistino znacilne razlike med skupinama pri

obeh merjenih hormonih.

V primeru testosterona se je izkazalo, da je povpre¢na vrednost v skupini bolnic za 1,6-krat
vecja kot pri kontrolni skupini. Povprecje za skupino bolnic je namre¢ 3,1 nmol/L, za
kontrolno skupino pa 1,9 nmol/L. Analiza s t-testom nam potrjuje trend, ki je opazen, ¢e
primerjamo povprecja, saj je prisotna statisticno znacilna razlika (p=0,0002).

Vrednosti dobljene za SHBG, ki so bile izmerjene pri skupini bolnic, nam dajo povprecje 31
nmol/L, kar je v primerjavi s povpre¢jem kontrolne skupine (57 nmol/L) opazno nizje.
Zadevo nam je potrdil T-test, pri katerem je, kot tudi za testosteron, bila prisotna statisti¢no
znacilna razlika (p=0,0089).

Iz dobljenih rezultatov se lahko sklepa o korelaciji med bolezenskim stanjem in spremembami
v koncentracijah analitov. Opazene razlike se navajajo v Stevilnih $tudijah, vendar niso

siguren pokazatelj zaradi heterogenosti obolenja.

5.3. SPECIFICNOST IN OBCUTLJIVOST POSAMEZNEGA TESTA
TER KOMBINACIJE TESTOV

Za meritve testosterona in SHBG smo potrdili, da obstaja statisti¢cno znacilna razlika med
skupinama, zato smo preverili Se uporabnost v diagnostiki. Izraunali smo specificnost in
obcutljivost posameznega testa ter njune kombinacije. Glede na test smo uporabili razli¢ne
kriterije, ki delijo vrednosti na pravilno pozitivne, pravilno negativne, nepravilno negativne in

nepravilno pozitivne.

Posamezen test, ki meri bodisi testosteron ali SHBG, slabo zaznava obolele, saj je obcutljivost
izpadla razmeroma nizka. Izbolj$anje je opazno ob zdruzitvi obeh testov v kombinacijo, Kjer
se vsak pozitiven izid pri enem ali obeh testih Steje kot pozitiven. Za iskanje zdravih sta se
posamicna testa boljSe odrezala kot kombinacija, saj je specificnost za kombinacijo nekoliko

slabsa.
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6. SKLEP

Namen dela je bil dokaz klini¢nega pomena meritev testosterona in SHBG ter uporabe njune

kombinacije.

Tekom dela smo prisli do sledecih ugotovitev:

V kontrolni skupini so povpre¢ne vrednosti testosterona nizje in SHBG visje kot v
skupini bolnic ter se gibljejo v srednjem obmocju med povprecno vrednostjo dobljeno
z studijo, za katero so opravljali meritve na zenskah s kitajskega podezelja leta 1996
(23) in povpre¢nimi vrednostmi, ki so bile pridobljene na obmo¢ju ZDA med leti 2006
in 2012 (3).

Izmerjene vrednosti testosterona so statistiéno znacilno visje v skupini bolnic in
izmerjene vrednosti SHBG so statisti¢no znacilno nizje v skupini bolnic, kar sledi
trendu, ki je nakazan v raziskavi povezave med inzulinsko rezistenco ter SHBG leta
2003 (28).

Za posamezen analit je obcutljivost slabsa kot ¢e uporabimo kombinacijo obeh.

Kot najzanesljivejsa metoda za uporabo v rutinskem delu bi bila kombinacija obeh.
Zaradi heterogenosti izmerjenih vrednosti v skupinah bi bilo zaZeleno razsiriti

preiskavo na vecji vzorec preiskovank.
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