Dyskusja na temat metod
oceny stezenia testosteronu

Discussion on the methods of testosterone’
concentration measurement

STRESZCZENIE

Testosteron to podstawowy meski hormon piciowy, oznaczanie jego stezenia ma istotne
znaczenie dla oceny stopnia androgenizacji w wielu jednostkach chorobowych, zaréwno
u mezczyzn, jak i u kobiet. Stezenie tego hormonu, oznaczane wieloma powszechnie do-
stepnymi metodami nie zawsze koreluje z fenotypem klinicznym. W pracy przedstawiono
dostepne metody, stuzace do oceny stezenia testosteronu catkowitego oraz jego frakcji
(testosteronu biodostepnego i wolnego), opisujac ich podstawowe cechy: wady i zalety.
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ABSTRACT

Testosterone is the main male sex hormone which determination is useful for assessment
of androgen status in many diseases in men and women as well. It seems that serum levels
of testosterone, when assayed by commonly used methods, do not correlate with clinical
parameters. The aim of this review is to present available methods of measurement of
total testosterone’ level and its fraction (bioavailable and free) and its advantages and
disadvantages.
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surowicy testosteron wystepu-
je w formie wolnej i zwiazanej
z biatkami. Gtéwnymi proteina-
mi, bioracymi udziat w transporcie testoste-
ronu we krwi, sa albuminy oraz biatka wia-
zace hormony piciowe (SHBG, sex hormone

binding globulin). Testosteron wigze si¢ z al-

buminami za pomocg luznych potaczen, ale
z uwagina stosunkowo duze st¢zenie albumin
w surowicy polaczenie to odgrywa istotna role.
W tabeli 1 przedstawiono procentowy udziat
poszczegdlnych bialek w transporcie testo-
steronu w surowicy u kobiet [1]. Tylko okoto

1,5-2% puli catkowitego testosteronu w suro-
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Tabela 1

Procentowy udziat poszczegdlnych biatek w transporcie testosteronu, z uwzglednieniem fazy cyklu

miesigczkowego i informacji, czy kobieta biorgca udziat w badaniu jest w cigzy

Stezenie testosteronu Testosteron Testosteron zwigzany z biatkami
catkowitego w surowicy  niezwigzany
(nM/1) [%] SHBG [%] CBG [%] Albuminy [%]
Faza folikularna 1,3 1,36 66 2,24 30,4
Faza lutealna 1,3 1,37 65,7 2,2 30,73
Cigza 4,7 0,23 95,4 0,82 3,55
SHBG (sex hormone binding globulin) — biatka wigzace hormony piciowe; CBG (cortisol binding globulin)
’ ’ wicy nie jest zwigzane z biatkami i uznawane Wolny
jest za frakcje wolna — czynna biologicznie. Testosteron testosteron (fT)  Testosteron
Tviko okofo 1.5-2% puli | Pojecie testosteronu biodostgpnego dotyczy gy WL
y 20—/ P z SHBG z albuminami

catkowitego testosteronu
W surowicy nie jest
zwigzane z biatkami

i uznawane jest za
frakcje wolng — czynng
biologicznie

Frakcje hormonow
wolnych i zwigzanych
z hiatkami pozostaja
w rownowadze

150

testosteronu zwigzanego z albuminami oraz
wolnego (ryc. 1). Zgodnie z teorig wolnych
hormonéw, posta¢ hormonu niezwigzana
z biatkami odpowiednimi receptorami moze
wnikaé do wnetrza komorki, a nastgpnie wply-
waé naich czynno$¢ i metabolizm [2]. Frakcje
hormonéw wolnych i zwiazanych z biatkami
pozostaja w rownowadze. Jezeli hormon prze-
dostaje si¢ do wnetrza komoérki, odpowied-
nia cz¢S¢ frakeji hormonu zwiazanej z biat-
kami dysocjuje si¢, zachowujac rownowagg.
W stanach klinicznych charakteryzujacych si¢
zwigkszong synteza biatek wigzacych hormony
piciowe (kobiety cigzarne, stosujace tabletki
antykoncepcyjne lub leki przeciwpadaczkowe,
znadczynno$cia tarczycy) stezenie hormondw
catkowitych zwicksza si¢, natomiast frakcja
wolna pozostaje niezmieniona.

Powaznym problemem klinicznym jest
rozbiezno$¢ wynikow oznaczefi stezenia testo-
steronu, uzyskiwanych r6znymi metodami la-
boratoryjnymi, co szczeg6lnie dotyczy kobiet,
poniewaz maja nizsze stgzenie testosteronu
niz mezezyzni [3].

Pomimo wielu szlakéw przemian androge-
néw, stezenie mierzone jest tylko w niektorych
spos$rdd nich [4, S]. Istotnym czynnikiem dla
oceny znaczenia biologicznego jest powi-
nowactwo hormonu do receptora: jezeli za
warto$¢ referencyjna réwna ,,1” przyjmiemy
zdolno$¢ wiagzania receptora przez testoste-

ron, to dihydrotestosteron ma powinowactwo

Powolna
dysocjacja

Szybka
dysocjacja

bioT = fT + T zwigzany z albuminami

Rycina 1. Frakcje testosteronu w surowicy

réwne ,,5”, prekursory androgenéw DHEA-
-S, DHEA i androstendion — odpowiednio
—0,001,0,0110,1. Dziatanie androgenne jest
determinowane przez:

stezenie androgenéw w surowicy,

site wigzania z biatkami,

stopief konwersji do innych steroidow,
— site biologicznego dziatania — zdolnos¢
wigzania receptora androgenowego [6].

Analiza st¢zenia testosteronu ma szcze-
g6lnie istotne znaczenie dla oceny stopnia an-
drogenizacji. W praktyce klinicznej stezenie
tego hormonu nie zawsze koreluje z objawami
klinicznymi. Metoda referencyjng oznaczania
stezenia wolnego testosteronu jest dializa row-
nowagowa, za$ testosteronu biodostepnego
— precypitacja z wysyconym siarczanem amo-
nu. Wymienione metody sa jednak pracochton-
ne oraz wymagaja skomplikowanej aparatury.

Zakres wartoSci referencyjnych dla testostero-
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nu nie byl ustanowiony za pomoca dobrze zde-
finiowanej zdrowej populacji, a wiek, wskaznik
masy ciata, faza cyklu miesigczkowego ani pora
dnia nie byly brane pod uwage [7, §8].

Wobec szerokiej dyskusji na temat doktad-
nosci powszechnie stosowanych testow oce-
niajacych stezenie testosteronu w surowicy,
w 2007 roku Towarzystwo Endokrynologiczne
wydato o§wiadczenie, zgodnie z ktérym u oséb
zniskim stezeniem testosteronu w surowicy za-
lecono przeprowadzenie diagnostyki, a nastgp-
nie monitorowanie leczenia przy zastosowaniu
metody RIA (radio immuno assay), poprzedzo-

nej ekstrakcja, lub spektrometrii masowe;j [3].

METODY 0ZNACZANIA STEZENIA
TESTOSTERONU CALKOWITEGO

B WMetoda spektrometrii masowej
Spektrometria masowa, poprzedzona ekstrak-
cja, chromatografig gazowa lub cieczowa, moze
stuzy¢ jako metoda iloSciowa lub jako$ciowa
do oceny stezenia testosteronu w surowicy [3,
9-13]. Wwielu pracach badawczych traktowa-
najestjako metoda referencyjna dla oznaczef
stezenia testosteronu catkowitego w surowicy.
Zaleta spektrometrii masowej jest wysoka swo-
isto§¢iczutos¢. Do jej wad naleza wysoki koszt
oznaczenia, czasochtonno$¢ procedury i ko-
nieczno$¢ posiadania duzego doSwiadczenia
przez personel laboratoryjny i specjalistyczne-
go wyposazenia laboratoryjnego [14].

B Metoda radioimmunologiczna

Dos¢ powszechnie wykorzystywana metoda
radioimmunologiczna, jesli poprzedzona jest
chromatografia kolumnowa lub ekstrakcja,
charakteryzuje si¢ duza czutoscia, doktadno-
Scia i specyficznoScia. Wada tej metody sa cza-
sochfonno$¢ oznaczen i wymadg duzego doswiad-
czenia pracownikéw laboratorium. Wynik bada-
nia w znacznej mierze zalezy od specyficznoSci

wiazania hormonu przez przeciwciato [15].
N Metody immunochemiczne hezposrednie
Metody immunochemiczne [RIA, metoda ra-

dioimmunologiczna; ELISA (enzyme-linked
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immunosorbent assay) immunoenzymatycz-
na) polegaja na wykrywaniu reakcji antyge-
nu ze swoistym dla niego przeciwciatem na
podstawie pomiaru radioaktywno§ci izotopu,
ktérym wyznakowany jest jeden ze sktadni-
kow reakeji (antygen lub przeciwciato), badz
tez reakcji enzymatycznej, w ktorych stosuje
si¢ przeciwciata lub antygeny znakowane od-
powiednimi enzymami. U kobiet, ze wzgledu
na stosunkowo niskie stezenie testosteronu
w poréwnaniu do mezczyzn, wykazano mniej-
sza przydatno$¢ diagnostyczng metod bez-
posrednich oznaczania st¢zenia testosteronu
catkowitego. Mata czuto$¢ testéw immuno-
chemicznych, szczegdlnie w przypadku ana-
lizy stezenia testosteronu u kobiet, powoduje
uzyskanie falszywych wynikdw — zanizonych
lub zawyzonych. Btad metody jest tym wiekszy
im nizsze jest stezenie testosteronu w surowi-
cy [10, 16, 17]. Analiza wynikéw oznaczenia
stezenia testosteronu catkowitego w suro-
wicy, przeprowadzonych réznymi testami
z zastosowaniem metody RIA, dowiodta, ze
wyniki sg mato poréwnywalne i niedostatecz-
nie powtarzalne [10, 17, 18].

METODY 0ZNACZANIA STEZENIA
TESTOSTERONU WOLNEGO

B WMetoda dializy rownowagowej

Metoda dializy rownowagowej, polegajaca
na dodaniu *H-T (testosteronu znakowanego
trytem) do badanej probki, uzyskaniu stanu
rownowagi w wystandaryzowanych warun-
kach, a nastepnie przeprowadzeniu pomiaru
jej radioaktywnoS$ci, umozliwia poSrednie
oszacowanie stezenia wolnego testostero-
nu. Metoda ta, uznawana za zloty standard
W oznaczaniu st¢zenia wolnego testosteronu
w surowicy, cechuje si¢ wieloma niedogodno-
Sciami znacznie ograniczajacymi mozliwo$¢
wykorzystywania jej w codziennej prakty-
ce [19]. Do jej wad naleza: pracochtonnosé
i czasochtonno$¢ wykonywania pomiaréw,
obecno$¢ zanieczyszezen radiologicznych,
wysoki koszt badania oraz dtugi czas trwa-

nia wyliczef. Stopief oczyszczenia izotopu

Dorota Szydlarska, Tadeusz Budlewski,
Ewa Bar-Andziak

Dyskusja na temat metod oceny stezenia
testosteronu

Metoda referencyjng
oznaczania stezenia
wolnego testosteronu jest
dializa rownowagowa,
zas$ testosteronu
biodostepnego

— precypitacja

Z wysyconym siarczanem
amonu
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i rozcieficzenia surowicy moga wptywac na
wyniki oznaczen. Ostateczny wynik badania
jest pochodng pomiaru st¢zenia testosteronu
catkowitego w surowicy [20].

B unratiltracja z wirowaniem

Metoda ultrafiltracji z wirowaniem w celu
oznaczenia stezenia testosteronu wolnego
w surowicy polega na dodaniu do badane;j
probki testosteronu znakowanego trytem
(*H-T). Po osiagnigciu stanu rownowagi — za
pomoca ultrafiltracji przyspieszonej wirowa-
niem — pomigdzy testosteronem catkowitym
nieznakowanym a radioaktywnym, nastepuje
oddzielenie frakcji wolnego testosteronu. Za
pomoca pomiaru radioaktywnosci odseparo-
wanej probki, mozna wyliczy¢ warto$¢ pro-
centowg testosteronu wolnego. Mozliwos¢
absorpcji testosteronu na btonie filtracyjne;j,
jest potencjalnym powodem uzyskiwania niz-

szych stg¢zefi hormonoéw [3].

B WMetoda immunologiczna

Stezenie wolnego testosteronu mozna row-
niez bezposrednio oznaczac za pomocg metod
RIA lub ELISA. Oznaczenia sa wykonywane
bezposrednio w surowicy albo po wczesniej-
szym jej przygotowaniu za pomoca ekstrakcji
i/lub chromatografii. Zastosowanie tej meto-
dy moze powodowac uzyskanie znacznie niz-
szych wynikow stezen wolnego testosteronu
w poréwnaniu do metody ztotego standardu
— dializa réwnowagowa [21, 22]. Testy immu-
noenzymatyczne, oceniajace stezenie wolne-
go testosteronu w surowicy, mierza jedynie
okoto 20-30% stezenia hormonu oznacza-
nego metoda dializy rownowagowej [19, 23,
24]. Wobec powyzszych danych przydatnosé
tej metody w diagnostyce zespoléw hiperan-

drogenizacji u kobiet jest ograniczona.

METODY KALKULACYJNE
WYKORZYSTYWANE W PRAKTYCE
KLINIGZNEJ

Stezenie testosteronu wolnego moze by¢ wyli-

czone za pomoca réwnania matematycznego,

wykorzystujacego stata warto$¢ wiazania te-
stosteronu z biatkami (SHBG i albuminy) [19]:

Ks x SHBG x FT
+
1+ (Kg x FT)

K, x Alb x FT
+FT

1+ (K, x FT)

TT (total testosterone) — catkowity testosteron
(mol/l); FT (free testosterone) — wolny testoste-
ron (mol/l). K stata — sita wigzania testosteronu
z SHBG (nmol/l); K stata — sita wigzania testo-

steronu z albuminami (mg/ml)

Wada tej metody jest zaleznoS$¢ wyniku
od wyniku oznaczenia stezenia biatek w su-
rowicy. Pomocny w obliczeniach stezenia
testosteronu wolnego przy zastosowaniu
metody kalkulacyjnej jest wz6r dostepny
na stronie internetowej http://www.issam.

ch/freetesto.htm.

B Indeks wolnych androgenéw
Indeks wolnych androgendw stuzy oszacowa-
niu ich liczby, moze by¢ wyliczony za pomoca

rownania:
FAl =T (nmol/l) / SHBG (nmol/l) x 100

Wielu naukowcow kwestionuje zasadno$¢é
wyliczania FAI (free androgen index). Wyzna-
czenie warto$ci wolnego testosteronu w surowicy
za pomoca FAI powoduje uzyskiwanie wartosci
nizszych, w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych
za pomocg dializy rtéwnowagowej [12, 13, 25,26].

METODY 0ZNACZANIA STEZENIA
TESTOSTERONU BIODOSTEPNEGO

Il Metoda precypitacii z wysyconym

siarczanem amonu

Testosteron biodostgpny (wolny i zwiazany z al-
buminami) jest uznawany za postac biologicznie
aktywna [27]. Metoda referencyjng oznaczania
stezenia testosteronu biodostgpnego jest precy-
pitacja z zastosowaniem wysyconego siarczanu
amonu, ktora polega na dodaniu do analizowa-
nej probki testosteronu znakowanego trytem

(*H-T), oznaczeniu radioaktywnosci, a nastep-
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nie dodaniu siarczanu amonu w celu wytrace-
nia biatek (w tym takze SHBG) [15, 19, 28].
Po odwirowaniu badanej probki frakcje SH-T
wolny i 3H-T zwigzany z albuminami pozostaja
w supernatancie. Kolejnym etapem diagno-
stycznym jest oznaczenie radioaktywnosciw su-
pernatancie i wyliczenie odsetka testosteronu
biodostgpnego albo bezposrednie oznaczenie
stezenia testosteronu w supernatancie metoda
RIA [27]. Ograniczeniem tej metody jest moz-
liwo$¢ niepelnej precypitacji globulin, jak réw-

niez jej czasochtonno$¢ i pracochtonnos$¢ [19].

METODY KALKULACYJNE
WYKORZYSTYWANE W PRAKTYCE
KLINIGZNEJ

Stezenie testosteronu biodost¢pnego, podob-
nie jak testosteronu wolnego, moze by¢ wy-
liczone za pomoca odpowiedniego réwnania

matematycznego [19]:

Ks x SHBG x FT
1+ (Kg x FT)

K, x Alb x FT
+ +FT
1+ (K, x FT)

TT (total testosterone) — calkowity testosteron
(mol/l); FT (free testosterone) — wolny testoste-
ron (mol/l). K stata — sita wigzania testosteronu
z SHBG (nmol/l); K, stata — sita wigzania testo-

steronu z albuminami (mg/ml).

Pomocny jest takze wzor dostepny na
stronie internetowej http://www.issam.
ch/freetesto.htm.

WYKORZYSTANIE SLINY W DIAGNOSTYCE
HORMONALNEJ

W linie mozna oznaczac zwiazki, ktore prze-
chodza na zasadzie dyfuzji. Sposréd hormo-
ndéw s3 nimi: testosteron, androstendion,
DHEA, 17-OH-progesteron. Pobranie §liny
do badania jest proste przy zachowaniu pod-
stawowych zasad. Transport §liny, jako mate-
rialu wykorzystywanego do diagnostyki labo-
ratoryjnej, nie wymaga specjalnej procedury,
a zwiazki oznaczane w §linie charakteryzuja

si¢ zwykle duza trwatoScia. Dotychczasowe
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dane na temat zastosowania oznaczef hor-
monalnych w §linie w diagnostyce zespolow
hiperandrogenizacji u kobiet sa ograniczone.
Jestwiele doniesiefi na temat obecnos$ci pod-
wyzszonych stezen androgendw u zdrowych
kobiet w niestandardowych warunkach (wysi-
tek fizyczny, stosunek piciowy, stres) [29, 30].

PODSUMOWANIE

Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze u kobiet
z klinicznymi objawami hiperandrogenizacji
stezenie androgendw w surowicy moze mie-
Sci¢ sie w zakresie referencyjnym. W praktyce
klinicznej stezenie testosteronu nie zawsze
koreluje z parametrami klinicznymi. Nale-
zy podkresdli¢, ze analiza wylacznie stezenia
testosteronu catkowitego w surowicy nie jest
wystarczajaca do oceny androgenemii, szcze-
g6lnie u kobiet. Czulo$¢ispecyficznos¢ testow
laboratoryjnych jest niedostateczna u kobiet
oraz u mezczyzn z objawami hipogonadyzmu,
z powodu niskich stezen androgenéw. Pomiar
stezenia wolnego testosteronu w surowicy,
jako uzupetnienie diagnostyki, obok steze-
nia catkowitego testosteronu, wydaje si¢ by¢
niezbedny. Testy stuzace do bezposredniego
oznaczania stezenia wolnego testosteronu
W surowicy nie powinny by¢ stosowane z uwagi
na brak odpowiedniej czutosci. Metody diali-
zy rGwnowagowej i precypitacji z wysyconym
siarczanem amonu s pracochtonne oraz
wymagaja wykorzystania skomplikowanej
aparatury [19, 22]. Z tego powodu do oceny
stezenia zaréwno wolnego, jak i biodostep-
nego testosteronu wprowadzono metode kal-
kulacyjna, wymagajaca znajomosci stezenia
albumin, SHBG i testosteronu catkowitego.
Nizsze st¢zenia androgenow w surowicy u ko-
biet, w poréwnaniu do m¢zczyzn, s3 powo-
dem mniejszej czutosci testéw diagnostycz-
nych. Btad w ktérymS§ z oznaczen wptywa na
uzyskanie fatszywie dodatnich lub ujemnych
wynikow, co ma szczeg6lne znaczenie u kobiet
z objawami hiperandrogenizacji. Idealna me-
toda okreslenia stopnia androgenemii nadal

pozostaje przedmiotem dyskusji.

Dorota Szydlarska, Tadeusz Budlewski,
Ewa Bar-Andziak
Dyskusja na temat metod oceny stezenia
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