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DLOUHODOBE SLEDOVANI VLASOVEHO KORTIZOLU U PACIENTU S
PSYCHIATRICKYMI PORUCHAMI

Abstrakt

Psychiatrické poruchy predstavuji celosvétovy problém, ktery zasahuje stale
vy$8i procento obyvatel. Hormon kortizol byl diskutovan v minulosti v sou-
vislosti s vyzkumem duSevnich onemocnéni, jelikoz u pacientt jeho hladiny
variuji mimo normu. Vzhledem k jeho vyrazné denni fluktuaci hladin je vsak
problematické jeho vySetfeni ze standardnich matric, jako jsou krev a moc.
V poslednich letech byla ptfedstavena matrice vlasu pro stanoveni kortizolu,
kterd umozZziuje retrospektivné monitorovat kortizol po dobu pll roku. Za
pfedpokladu primérného rastu vlasii 1 cm/mésic, segmentace vlasového pra-
mene by mohla poskytnout detailné;si informace o vlasovém kortizolu v del-
Sim ¢asovém Useku. Dosavadni vyzkum vSak tento potencial nevyuzil a ana-
lyzoval vlasovy kortizol pievazné v jednom nebo dvou centimetrech. Proto je
touto diplomovou praci diskutovdna segmentova analyza, stejn¢ jako mozné
klinické aplikace u psychiatrickych poruch. Pozornost je vénovana depresivni
poruse a hrani¢ni poruse 0sobnosti, jejichz kohorty byly sledovany v experi-
mentalni ¢asti. Vysledky ziskané za pomoci preanalytické upravy vzorkl a
LC-MS analyzy srovnavaji koncentrace vlasového kortizolu u pacientt s de-
presivni a hrani¢ni poruchou osobnosti se zdravymi kontrolami. Vyhody lon-
gitudinalniho sledovani kortizolu oproti stanoveni bez segmentace byly vy-

hodnoceny.



DLOUHODOBE SLEDOVANI VLASOVEHO KORTIZOLU U PACIENTU S
PSYCHIATRICKYMI PORUCHAMI

Abstract

Psychiatric disorders represent worldwide problem which affects still higher
percentage of population. Hormone cortisol was discussed in the past when
speaking of research of mental disorders because its levels vary out of the
norm in the patients. Because of its distinct daily fluctuation of content, its
screening is problematic in standard matrix, such as blood or urine. In the last
years, the matrix of hair was presented for a determination of cortisol, which
can monitor cortisol in a retrospective way for half-year. Supposing average
growth of hair 1 cm/month, the segmentation of strand of hair could provide
more detailed pieces of information about hair cortisol in longer periods. Pre-
vious research, however, did not utilize the full potential and did analyze hair
cortisol predominantly in one or two centimeters. Therefore, the segmental
analysis is discussed in this diploma thesis as well as possible clinical appli-
cations for psychiatric disorders. The focus is given to major depressive dis-
order and borderline personality disorder, whose cohorts were monitored in
experimental part. Results obtained with the aid of preanalytical treatment
and LC-MS analysis compare concentration of hair cortisol in patients with
depressive and borderline personality disorder to healthy controls. Ad-
vantages of longitudinal monitoring of cortisol compared to determination

without segmentation were evaluated.
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Uvob

1 Uvod

Psychiatrické poruchy se fadi mezi onemocnéni, kterd zasahuji zivot jedince
na vsech jeho trovnich. V poslednich letech doslo k znaénému nartistu celo-
svétovych piipadu, jejichz pocet v roce 2017 ¢inil 792 miliond obyvatel, tedy
pies 10 % celosvétové populace. Mezi nejéastéjsi poruchy se zatadily Gz-
kostné poruchy a depresivni porucha, postihujici dohromady téméf 8 % celo-
svétové populace. V souvislosti s psychiatrickymi poruchami se prokazalo
vy$8i uzivani navykovych latek, alkoholu a vyssi suicidalni tendence oproti
zdravé populaci (Dattani, 2021). Z tohoto diivodu je na misté vénovat psychi-
atrickym poruchdm zvySenou pozornost, at’ uz v souvislosti se véasnym za-
chycenim, ptfipadn€ vhodnou farmakologickou 1écbou, kterd by mohla byt

pomoci vhodného biomarkeru monitorovéana.

Vyznam hormonu kortizolu v souvislosti se vznikem psychiatrickych poruch
byl pozorovan, vzhledem Kk nejasnosti pouziti matrice, ktera by jeho hladiny
umoznila sledovat bez ovlivnéni cirkadiannim rytmem, byla budoucnost to-
hoto hormonu v ramci vyzkumu zminénych poruch spiSe nejasna. V posled-
nich letech vSak do popiedi vstoupila matrice vlasu, majici zna¢né vyhody,
které umoznuji retrospektivné meétit kortizol az po dobu Sesti mésicti v ramci
jednoho vzorku. Mimo to také byla vyvinuta metoda online extrakce na pevné
fazi s kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii, ktera umoz-

fuje stanovit kortizol s vysokou validitou u n¢kolika desitek vzorkd soucasné

(Kostolanska et al., 2019).

Z divodu heterogenity psychiatrickych poruch a symptomu u jednotlivych
pacientt, zvlasté s depresivni poruchou, se vSak otazka vyzkumu a snahy o
generalizaci vysledki dosud zna¢né komplikovala (Dattani, 2021). Z tohoto

ditvodu bylo a je na misté stanovit zplsob analyzy, ktery by umoZnil

17



Uvob

psychiatrické poruchy v souvislosti s hladinami kortizolu vhodné sledovat.

V této praci se proto zamé&fim na potencial stanoveni kortizolu v matrici vlasu

pomoci segmentové analyzy.

ro~r

V teoretické ¢asti predstavim hormon kortizol, poruchy jeho sekrece a me-
tody, jimiZ lze zméfit jeho hladiny s vyuzitim matrice vlasu. Uvedu také vy-
zkumy, které se vlasovym kortizolem v souvislosti s hrani¢ni poruchou osob-
nosti a depresivni poruchou zabyvaly. V praktické ¢asti zminim vyzkumy,
Z nichZ byly analyzovany vzorky vlast od pacientli se zkoumanymi poru-
chami, a pfedstavim metodu zpracovani a analyzy vzorkd pomoci online ex-
trakce na pevné fazi a kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Vy-
sledné hladiny kortizolu budou porovnany pomoci box plot zobrazeni a seg-

mentove analyzy.

18
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2 Teoreticka ¢ast

2.1  Hormon kortizol a jeho vyznam v lidském organismu

Hormon Kkortizol, také znamy jako stresovy hormon, je organickou slouceni-
nou steroidni povahy. Radi se do skupiny glukokortikoidt a zastava v orga-
nismu dv¢ hlavni funkce: stimuluje glukoneogenezi v jatrech, piicemz zabra-
nuje vstrebavani glukdézy do tkani, aby bylo zajiSténo dostate¢né dodani
a protistresové procesy. Ma taktéz slabS§i mineralokortikoidni aktivitu

(Britannica, n.d.).

Kortizol, také ozna¢ovany jako hydrokortizon, je znam pod chemickym vzor-
cem Cz1H300s. Na Obrazku 1 je zobrazena jeho chemické struktura (Pub-
Chem (nih.gov)).

Obrazek 1: Chemicka struktura kortizolu (PubChem (nih.gov))
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TEORETICKA CAST

Syntéza kortizolu probiha v zona fasciculata kiry nadledvin. Adrenokortiko-
tropni hormon (dale ACTH) vyplaveny z adenohypofyzy za ptsobeni Korti-
koliberinu (dale CRH) a vasopresinu z hypotalamu (Cheer & Trainer, 2014)
navysuje koncentraci nizkodenzitniho lipoprotein receptoru (dale LDL recep-
toru) a aktivitu cholesterol desmolasy, ktera fidi konverzi cholesterolu na
pregnenolon a je také krokem, ktery ovliviiuje findlni rychlost syntézy kor-
tizolu (Angelousi, A., Margioris, A. N., & Tsatsanis, 2020).

Vznikly pregnenolon je nasledné pfeménén na progesteron pusobenim 3-B-
hydroxysteroidu. Naslednou konverzi pomoci 17-hydroxylasy vznika 17-OH
progesteron. Enzym 21-hydroxylasa dale preméni 17-OH progesteron na 11-
deoxykortizol. Posledni krok pfemény 11-hydroxykortizolu na kortizol je sti-
mulovan 11-hydroxylasou (Tomas et al., 2013). Na Obrazku 2 je cely proces

znazornén.

Cholesterol

Pregnenolone DHEA

Progesterone pmlgzg(t%lr_lone Adrenal androgens

Deoxycorticosterone 11-Deoxycortisol

Corticosterone Cortisol

Aldosterone

Obrazek 2: Draha syntézy kortizolu z cholesterolu (Tomas et al., 2013).
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Vznikly kortizol se miize v krevnim séru nachézet bud’ v aktivni, pfipadné
inaktivni formé€. Obecné je v séru 75 % kortizolu vazano na plazmové pro-
teiny (kortikosteroid vazajici globulin a transkortin). DalSich 15 % je vazéno
na albumin, zbylych 10 % zistava ve volné formé. Pravé volny, nevézany

kortizol je biologicky aktivni (Pletnikov, M., & Waddington, 2016).

Konverze kortizolu do inaktivni formy kortizonu probiha v pankreatu a led-
vinach za pusobeni 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenasy 2, naopak kon-
verze na aktivni formu miZze probihat ve vétsiné tkani za piitomnosti 11-beta-

hydroxysteroid dehydrogenasy 1 (Ramamoorthy et al., 2017).

V ptipadé, Ze je jako matrice pro méteni kortizolu zvoleno krevni sérum,
muze se analyza zkomplikovat pravé z divodu kolisani hladin zminénych
proteintl, na které se kortizol vaZe. Béhem nefrotického syndromu ¢i cirhdzy
jater je ovlivnén albumin, a tudiz dochazi k problémtiim s méfenim (Cheer &
Trainer, 2014). Pokud pacientka prochazi t€hotenstvim, hladina plazmového
transkortinu se u ni zvySuje, coz vede k vétsi vazbé volného kortizolu a vyssi
sekreci ACTH. Tim padem dochazi k navySovani koncentrace volného kor-
tizolu, dokud se jeho koncentrace nenavrati na optimalni hodnotu 15 %.
Proto, Ze je v krevnim séru méten celkovy kortizol (volny i vazany), jsou po-
zorovany zvySené hladiny kortizolu u t€hotnych Zen ¢i Zen pobirajicich hor-
monalni antikoncepci, i kdyz neprochazi zvySenym stresem (Pletnikov, M.,

& Waddington, 2016).

Hladiny ACTH akortizolu jsou silné zavislé na cirkadiannim rytmu, ale span-
kovy cyklus vcetné spankové deprivace miize tyto hladiny siln€ ovlivnit. Je
napiiklad prokdzano, ze pti probuzeni se hladina ACTH a kortizolu zna¢né
navysuje, a to i v pfipad¢ vychyleného spankového rytmu. V lidském orga-
nismu se z hlediska poméru koncentrace ACTH a kortizolu obecné vyskytuje

vyrazn€ vysS§i mnozstvi kortizolu nez ACTH (v organismu je pomér
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ACTH:kortizol 1:7). Stimuly, které navysSuji sekreci ACTH, také navysuji
hladiny kortizolu, ale tvorba kortizolu je vyrazné vyssi (Squire, 2009).

Pokud je spankovy cyklus udrzovan v optimalnich podminkach, je vyluco-
vani kortizolu pomérné¢ schematické. Na Obrazku 3 je zobrazen nahled na
sekreci kortizolu béhem dne v zavislosti na spankovém cyklu. NejniZsich hla-
din je dosahovano v ¢asnych stadiich spankového cyklu (Hirotsu et al., 2015),
u navozené spankové deprivace v laboratornich podminkach vsak bylo pozo-
rovano systematické navySeni nejnizSich hladin kortizolu béhem dne. 1 b¢-
hem starnuti bylo pozorovano navysSeni nejnizsich hladin kortizolu, ¢imz né-
které teorie vysvétluji spankovou deprivaci provazejici starnuti (Squire,
2009).

4 Acrophase

s

Onset of
circadian rise

2x
Amplitude

Cortisol

Nadir

‘y

A\ 4
+
:

H 1]
Quiescent period

Obrazek 3: 24hodinovy profil hladin kortizolu béhem dne. Nejniz§i hodnoty kor-

tizolu (nadir) jsou pozorovany béhem Casnych stadii spankového cyklu (vétSinou

kolem ptilnoci). Sekrece kortizolu a ACTH se dale po 2 az 3 hodinéach spanku prudce
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zvySuje a dosahuje vysokych hodnot tésné pied probuzenim. Nejvyssi hodnoty kor-
tizolu (acrophase) je dosazeno v dopolednich hodinach, kolem 9. hodiny ranni. Bé-
hem dne dale hladiny kortizolu postupné klesaji, pfi¢emz jejich nejzasadnéjsi pokles

nastava béhem spanku (Hirotsu et al., 2015).

Navyseni kortizolu je dale spojené s pfijmem potravy, expozici rannimu
svétlu a jinym stimulim (Squire, 2009). Hladina kortizolu je také ovlivio-
vana konzumaci alkoholu, stravou, nikotinem, hladinou glukézy v krvi, cvi-
¢enim, akutnim poranénim ¢i hladinou kysliku v krvi (Greff et al., 2019a).
Mimo to bylo zjisténo, Ze stresové podminky spousti aktivaci paraventriku-
larniho jadra hypotalamu, ktera vede k dalsi sekreci kortizolu mimo dany cir-

kadianni rytmus (Pletnikov, M., & Waddington, 2016).

Kortizol je znamy zvlasté pro svoji zasadni ulohu ve fyziologické odpovédi
na stres, ktera je spusténa skrze aktivaci kortizolu hypotalamo-hypofyzarnim
systétmem (dale HPA o0sa). HPA osa sestava ze série komunikaénich drah
mezi hypotalamem, hypofyzou a nadledvinami. Ve chvili, kdy hypotalamus
piijme informaci o mozné hrozbé v okoli, je k nadledvinam vyslan signal
skrze hypotyzu. Nasleduje uvolnéni fady hormonti, mezi kterymi jsou zastou-
peny kortizol a katecholaminy (noradrenalin a adrenalin) (Ramachandran,
2012).

Vysledkem odpovédi na stres jsou fyziologické zmény v organismu, které se
projevuji zvysenou respiraci, vysokym srde¢nim rytmem a vysokou hladinou
krevni glukozy. Kortizol také posiluje aktivitu katecholaminti vzhledem k je-
jich schopnosti fizeni konstrikce cév, coz zajisti udrzovani potiebné hladiny

krevniho tlaku (Britannica, n.d.; Pletnikov, M., & Waddington, 2016).

Vyse popsané stresové reakce vyvolané pusobenim kortizolu slouzi k tomu,
aby byl organismus piipraveny reagovat na dané ohrozeni poplachovou re-

akci (fight-or-flight). Oproti katecholaminim muze kortizol projit

23



TEORETICKA CAST

hematoencefalickou bariérou a pasobit také béhem aktivni stresové odpovédi.
Bylo prokazéano, ze kortizol piisobi nejen na fyziologické Grovni, ale ovliv-
nuje i psychologické a behavioralni projevy (Ashton, 2017; Pletnikov, M., &
Waddington, 2016; Ramachandran, 2012).

V ptipadé, kdy je organismus konfrontovan se stresorem, dochazi mimo jiné
i k vychyleni rovnovahy. Kortizol umoznuje udrzeni homeostaze tim, ze
ovliviiuje fadu procest v lidském téle: podporuje anabolické procesy v jat-
rech, ale i katabolické procesy (proteolyzu a lipolyzu) ve svalech a ve vazi-
vové, tukové a lymfoidni tkani (Greff et al., 2019a; Pletnikov, M., &
Waddington, 2016). Dané ovliviiovani procesu proteolyzy, lipolyzy a gluko-
neogeneze je mozné zvlasté diky tomu, Ze jakozto hormon steroidni povahy
mize Kortizol prochazet skrze cytoplazmatickou membranu. Po prichodu do
bunky se vaze na receptor (ktery je v jeho nepiitomnosti vazan na Hsp90 pro-
tein) a Hsp90 protein uvolni z vazby. Komplex kortizol-receptoru je nasledné
dopraven do jadra, kde ovlivni genovou transkripci proteinti, které v danych

procesech hraji klicovou roli (Ramamaoorthy et al., 2017).

Kortizol postupné stimuluje vylu¢ovani glukozy z jater a pfijimani glukdzy
svaly a dalSimi tkanémi, takZe ve finale dochazi k navyseni glukdzy v Krvi.
Cilem kortizolu je totiz mobilizovat energetické zasoby (glycerol, mastné ky-
seliny, aminokyseliny), aby bylo v organismu dostate¢né mnozstvi energie,
zvlaste ve formé glukdzy, pro fungovéni srde¢ni a mozkové tkdné. Aby byly
tyto procesy vybalancovany, dal§i hormony, napf. inzulin, jsou vylucovany

(Pletnikov, M., & Waddington, 2016).

Glukokortikoidy mimo vyse popsané reakce inhibuji také zanétlivé procesy

rrrrr

se projevuji inhibici prozénétlivych cytokint (interleukinti IL-1, 2, 6, 8 a 12

a tumor nekrotizujiciho faktor alfa) a potlacovanim uc¢inkd T bungk (Stalder
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& Kirschbaum, 2012), ale také blokaci syntézy kyseliny arachidonové, ktera
je prekurzorem mnohych mediatora zanétu (napft. prostaglandini). Kortizol
dale snizuje produkci oxidu dusnatého a celkové zabranuje lokalni zanétlivé
odpovédi (Pletnikov, M., & Waddington, 2016). Samotna sekrece glukokor-
tikoidd je vSak také stimulovéana prozanétlivymi cytokiny. Bylo zjiSténo, Ze
souvislost mezi glukokortikoidy a cytokiny je Casto spjata s fadou zanétli-
vych, autoimunitnich i alergickych projevii v organismu (Stalder &
Kirschbaum, 2012).

V neposledni fad¢ také kortizol reguluje aktivitu hypotalamu a hypofyzy po-
moci mechanismu negativni zpétné vazby, a inhibuje tak sekreci ACTH

(Pletnikov, M., & Waddington, 2016).
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2.2 Matrice pro sledovani hladin kortizolu

V souvislosti se zménami v sekreci kortizolu v dlouhodobém méfitku se
zkouma mozna spojitost mezi chronickym stresem a rozvojem onemocnéni
imunitniho systému. Predpoklada se, ze dlouhodobé sledovani kortizolu by
mohlo napomoci tuto moZnou korelaci sledovat a vysvétlit. Doposud pouzi-
vané matrice pro méteni kortizolu vSak pfinasely spiSe informace o aktudlnim
stavu hladin kortizolu v organismu (Stalder & Kirschbaum, 2012). V nasle-
dujici kapitole budou piedstaveny matrice, které jsou bézné pouzivané pro
méfteni kortizolu, ale i matrice, které by mohly pfinést poznatky o dlouhodo-

bém ukladani kortizolu v organismu.

2.2.1 Konven¢ni matrice

Kortizol je mala molekula (molekularni hmotnost je 362.46 g/mol), ktera je
vysoce rozpustna v tucich. Nevazany kortizol mtze snadno projit lipidovymi
dvojvrstvami bunék a dopravit se tak do rtiznych télnich tekutin, jako napf.
slin, krve, moci a potu. Bylo zjiSténo, ze hladiny kortizolu métfené ve slinach
odpovidaji volnému kortizolu v krvi. Kortizol se totiz do slin dopravuje me-
chanismem pasivni difiize, a tudiz jeho hladiny nezévisi na transportnich me-

chanismech jako u jinych latek (Fink, 2007).

Rutinnimi matricemi pro stanoveni hladiny kortizolu v organismu byly done-
davna vysSe zminéné vzorky krevniho séra, slin ¢i moci. Tento typ matric
umoziuje stanoveni aktualnich hladin kortizolu v téle (v pfipadé stanoveni
z plazmy ¢i slin), piipadné sledovani sekrece kortizolu po dobu kratsi nez 24
hodin (v pfipadé stanoveni z moci). Vyhodou téchto stanoveni byva analyza
aktudlniho stavu kortizolu v lidském téle, kterd vSak pro dlouhodobé stano-
veni neni vhodna, a to priméarné z diivodu mnoha vlivi, které na sekreci kor-

tizolu mohou piisobit @ mezi né€z se fadi mimo cirkadidnni rytmus 1 pulzni
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sekrece kortizolu, konzumace alkoholu, nikotin, akutni stres, pfijem potravy,
ptipadné i cviceni (Stalder & Kirschbaum, 2012; Wester & Rossum, 2015).
Mezi dalsi problematické aspekty zminénych matric se fadi jejich skladovani,

dané vzorky je totiz potieba zamrazit (Russell et al., 2012).

Z kratkodobého hlediska vSak prave vzorky slin a krevniho séra poskytuji po-
znatky o hladiné kortizolu v daném ¢ase, jsou proto vhodné pro méfeni akut-
nich zmén v organismu. V piipadé, kdy je ovSsem snaha pokryt dlouhodobé
sledovani kortizolu za pouziti téchto matric, je tieba vzit v potaz cirkadianni
rytmus. Jednim z feSeni, které byva v souvislosti s timto realizovano, je ode-
birani vzorki slin a jejich analyza nékolikrat denné, jedna se vSak o pomérné
komplexni a ndro¢né feSeni, které nelze aplikovat pro rozsdhla méteni u vice

subjektu (Russell et al., 2012).

U zminénych matric se mimo problémy s vlivy, které mohou ménit hladiny
kortizolu ve vzorcich, setkavame 1 s dalSimi komplikacemi, které mohou mé-
feni ztizit, a to primarn¢ u krevniho séra. Potiz je v tomto piipad¢ v zastoupeni
kortizolu ve volné i vazané form¢ v dané matrici. Zatimco v jinych matricich
je méten pouze volny, nevazany kortizol, u krevniho séra je zachycen celkovy
kortizol jak ve formé volné, tak i ve form¢ vazané na protein. To mlze pied-
stavovat problém pfi situacich, kdy jsou hladiny proteini vazajicich kortizol
(napft. globulinu) vychylené oproti normalu. Déje se tak napt. béhem téhoten-
stvi, nebo u zen, které maji nasazenou hormonalni antikoncepci. V takovém
ptipad¢ dochazi k navySeni globulinu, a tim i hladin celkového kortizolu
Vv séru, 1 kdyZ je koncentrace volného kortizolu ve stale stejnych hodnotach

(Russell et al., 2012).

Dalsi komplikaci pfi vybéru matrice krevniho séra je invazivnost metody. Pti
odbéru krevniho séra hrozi vyvolani stresu, ktery mliZze hodnoty kortizolu

uméle navysit (Russell et al., 2012).
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Ze jmenovanych matric jsou sliny zdanlivé nejvhodnéjsi pro sledovani aktu-
alnich hladin kortizolu v organismu, a to hned z n¢kolika divodu. Kortizol ve
slinach koreluje s koncentraci volného kortizolu v séru, a tudiz odpada pro-
blém pfi stanovovani v ptipadé, kdy jsou hladiny proteinti vazajicich kortizol
vychylené oproti normalu. Dalsi vyhodou je neinvazivnost odbéru vzorku.
V ptipad€ vzorkli moci je invazivnost o néco vyssi, ale stale pomérné nizka,
navic se zde méii vzorky odebrané béhem 24 hodin, ¢imz se zabrani znehod-

noceni analyzy vlivem diurnalniho rytmu (Russell et al., 2012).

2.2.2 Vlasovy kortizol jako biochemicky marker

Jak bylo zminéno vySe, méfeni sekrece kortizolu z dlouhodobého hlediska
Vv krvi, moci €i slinach je ztizeno kvili variovani hladiny kortizolu, které je
zpusobené zvlasté cirkadiannimi rytmy. Jiz roku 2000 vSak byla uvedena jina

moznost méfeni kortizolu, a to ve vlasech pacientt (Wennig, 2000).

Vlasy jsou tvofeny ve vlasovém folikulu, ktery se nachazi 3-4 mm pod povr-
chem kiize. Behem obdobi aktivniho ristu vlasit dochéazi k velkému déleni
keratinocytli a pigment produkujicich melanocytii v oblasti vlasové cibulky.
Tyto buriky jsou posouvany vlasovym folikulem nad pokozku v Keratinizo-
vané, zpevnéné forme€. Rychlost rastu vlast variuje mezi jedinci v zavislosti
na jejich pohlavi, véku ¢i rase, ale obecné se pohybuje kolem 1 cm/mésic.
Nejniz$i variabilita rychlosti ristu je pozorovana u vlast v oblasti posterior
vertex a occipital, a je proto nejvhodné&jsi pro odbér vzorkt (zobrazeno na
Obrazku 4) (Lebeau et al., 2011; Stalder & Kirschbaum, 2012).
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Obrazek 4: Nahled na moznosti odbéru vzorku vlast. Posterior vertex a occipital
pozice jsou nejvhodnéjsi pro odbér vzorku vlast diky nizké variabilité ristu v této

oblasti (Lebeau et al., 2011).

Samotna inkorporace kortizolu do vlasti mize probihat ¢tyimi zptisoby, které
jsou znazornény na Obrazku 5. Za dominantni drdhu je povazovana pasivni
difaze kortizolu z krevnich kapilar do rostoucich vlast. Mezi dal§i mozné,
minoritni drahy, se fadi také inkorporace pasivni difuzi z potu ¢i mazu do jiz
keratinizovanych vlasti. V téchto pripadech se jedna o inkorporaci volného

kortizolu.

Dalsi moZznou variantou je inkorporace kortizolu skrze vnéjsi aplikaci masti
obsahujicich kortizol, pfipadné¢ i nedavno diskutovany zpiisob inkorporace
skrze piimou tvorbu kortizolu ve vlasovém folikulu. Mnozstvi takto uloze-

ného vlasového kortizolu je vSak zanedbatelné.
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Obrazek 5: Mozné cesty inkorporace kortizolu do matrice vlasu. Mezi mozné vari-
anty se fadi A) pasivni difiize kortizolu z krve, B) pasivni diftze kortizolu z potu, C)
pasivni difaze kortizolu z kozniho mazu, D) aplikace Kortizolu z vné&jsiho zdroje
(napf. masti s obsahem kortizolu), E) ptipadné lokalni tvorba kortizolu v misté vla-
sového folikulu (oproti A-D je zde kortizol ve vyrazné niz§im mnozstvi) (Stalder &
Kirschbaum, 2012).

Ukladani sloucenin a jejich metabolitli v prib&hu ristu vlast jiz dlouho
umoznovalo pouziti této matrice ve forenznich védach a toxikologii pro me-
feni latek, jejichZz znamky ztstavaly ve vzorcich mésice az roky. Mimo to
vzorky vlast umoznily retrospektivni sledovani vyvoje hladin téchto latek
v organismu. V ramci forenznich véd a toxikologie se matrice pouzivaly pri-

marné¢ ke stanoveni exogennich latek v organismu, nejcastéji
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environmentalnich toxint ¢i drog. V posledni dob¢ se v§ak vétsi zajem obratil
k mozné kvantifikaci endogennich latek ukladanych do vlast (Russell et al.,
2012).

Matrice vlasi umoznuji méfit chronicky stres a monitorovat obdobi nej-
vys§iho vystaveni organismu stresoru, mnohdy totiZ neni mozné kortizol me-
fit v danou chvili. Pomoci matric vlast lze ptipadné méfit 1 obdobi, kdy or-
ganismus nebyl stresoru prozatim vystaven. V obou ptipadech se tak déje po-
moci retrospektivniho nahledu, kdy hladiny kortizolu v 1 cm vlasi nejblize
pokozce hlavy odpovidaji hladinam v poslednim mésici, centimetr dale od-
povidd meésici predtim. Timto zplisobem lze postupovat az k délce n¢kolika
centimetrti, které odpovidaji nékolika mésicim (Russell et al., 2012). Je vSak
na misté uvést, ze matrice vlasii je vhodna pro sledovani hladin kortizolu re-
trospektivné po dobu minimalné 1 az 4 mésicti, pro denni sledovani aktudl-

niho stavu kortizolu v organismu je vhodnéjsi pouziti vzorka slin (Sugaya et

al., 2020).

Vyhodou méieni kortizolu ve vlasech je neinvazivnost odbéru v porovnani
s dfive zminénymi typy matric, hladiny kortizolu ve vlasech tak nejsou ovliv-
nény piipadnym vyvolanym stresem béhem odbéru, jelikoz je jiz kortizol za-
inkorporovan ve vzorku (Russell et al., 2012). Pro analyzu je pouzivan zna-
¢eny standard, pfiCemz staci zpracovat piiblizn€ 6 mg vlasii, takze odbér neni
u pacienta viditelny (Binz et al., 2016). Mimo to je zabranéno znehodnoceni
vysledkd vlivem cirkadianniho rytmu, jelikoz se vzorky analyzuji za mini-
malng jeden cely mésic. Dalsi vyhodou, zvIasté oproti matrici krevniho séra,
je to, ze hladiny kortizolu métené ve vzorku vlasii (odpovidajici volnému kor-
tizolu v séru) nejsou ovlivnény aktualni hladinou kortizol vazajiciho globu-

linu (Russell et al., 2012).
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Skladovani vzorku je oproti pfedchozim zminénym matricim velmi nena-
ro¢né. Vlasy je mozné skladovat pii pokojové teploté, kortizol totiz ve vzor-

cich zlstava stabilni i po dobu n¢kolika let. (Russell et al., 2012).

Jedna z komplikaci, ktera byla u tohoto typu matrice pozorovana, je postupny
pokles koncentrace kortizolu od proximalniho k distalnimu konci. V koncové
oblasti jsou vlasy mnohdy vice oslabovany vlivem UV zateni (Li et al., 2012),
vysoké frekvence myti vlasi, pouzivani kosmetickych produktd, ptipadné 1
veéku participanta (Stalder et al., 2017). V takovych piipadech mtize dochazet
Kk postupnému poklesu kortizolu v koncovych oblastech piirozené. Pokles
mize byt dan také zvySenym efektem vymyvani (wash-out) v distalnich ¢as-
tech, ktery je umocnény vyse zminénymi Vlivy. Takto oslabené distalni konce
jsou nasledné nachylnéjsi k vymyti kortizolu isopropanolem. Dany efekt
v n¢kterych ptipadech nebyl pozorovan u méfeni, pti nichz vzorky nebyly

promyty isopropanolem (Stalder & Kirschbaum, 2012).

Dalsi nevyhodou méteni kortizolu v matrici vlast je dosavadni neexistence
referen¢nich hodnot, ke kterym by bylo mozné experimentalni hodnoty vzta-
hovat. Doposud existuje jedina laboratoi (Rocky Mountain Analytical
(https://rmalab.com/?myProvince=other)), kterd umoziuje vlasovy kortizol
testovat. To je do budoucna vyzvou v souvislosti se zkoumanim vzork vlast
jakozto pouzitelnych matric pro métfeni dlouhodobého kortizolu (Russell et
al., 2012).

Mimo zminéné matrice je v posledni dob¢ diskutovana také matrice nehtt
jakoZto alternativa k matrici vlasii. V tomto ptipad¢ jsou vSak predkladany
mozné problémy spojené s riznou rychlosti ristu nehti, ktera mtze byt ovliv-

néna environmentalnimi faktory (Russell et al., 2012).
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2.3 Vliv naruseni aktivity HPA osy na hladiny kortizolu

nismu v piipadé vyskytu fyziologického stresu (Dey & Noguchi, 2017).
Pravé v souvislosti se zvySenou mirou stresu, ktery v modernich déjinach za-
sahuje stale vyssi procento populace, se pozornost zacala v poslednich letech

obracet k vyzkumuim stresu a stresovych odpovédi.

Stresor, ktery vyvola stres, mize byt fyzicky ptitomny ¢i pozorovany, psy-
chologicky ¢i fyziologicky. Aby organismus kompenzoval efekty plisobeni
stresoru, prizpusobuje se pomoci fady fyziologickych projevii, mezi néz se
fadi napt. modulace krevniho tlaku, srde¢niho rytmu, procentualniho zastou-
peni tuki v téle, pfipadné¢ zmény koncentraci chemickych latek, napt. kor-
tizolu, katecholamind, ale i glukdzy, fibrinogenu, ¢i tumor nekrotizujiciho

faktoru alfa) (Russell et al., 2012).

Souhrnné se snaha kompenzovat stres nazyva alostericka zatéz a nese s sebou
fadu energetickych pozadavki. I kdyZ je ptivodné alostericka zatéz vyvijena
z adaptivnich divoda pro udrZzeni homeostaze v téle, z dlouhodobého hle-
diska maze predstavovat riziko pro piipadné rozvinuti chronickych onemoc-
néni, mezi néz se fadi psychické poruchy, hypertenze, riziko kardiovaskular-

nich chorob, obezity, diabetes mellitus 2. typu, ¢i astma (Russell et al., 2012).

Pro stanoveni chronického stresu donedavna chybél marker 1 matrice, které
by umoznili chronicky stres pozorovat. Mezi biomarkery akutniho stresu se
tradiéné tadi katecholaminy, ale nyni se pfidal i vice sledovany kortizol
(Russell et al., 2012), ktery nachazi vyuziti také v analyze dlouhodobého

stresu.
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Mezi systémy, které hraji zadsadni ulohu v regulaci stresové odpovédi pro-
stfednictvim kortizolu a které mohou byt pfipadné zasazeny, a ovlivnit tak
pusobeni samotného kortizolu, se fadi HPA osa (Dey & Noguchi, 2017).
V ptipad¢ vyskytu stresoru télo reaguje aktivaci sympatickych nervi, které
jsou zodpovédné za reakci fight-or-flight, pticemz amygdala pfijima signal a
vyhodnocuje relevantni odpovéd’. V ptipad¢ potteby posila signal dale do hy-
potalamu, ktery nasledné aktivuje dalsi sympatické nervy vedouci k nadled-
vindm. Z nadledvin jsou uvolnény katecholaminy (napf. epinefrin), které
zrychli srde¢ni rytmus a rytmus dychani. Pii pfetrvani stimulu hypotalamus
dale aktivuje osu HPA, coz vede k sekreci kortizolu z kury nadledvin
(Hakamata et al., 2017; Lee, D.J., Kim, E, Choi, 2015).

HPA osa v odpovéd’ reguluje reakci na fyziologicky stres, ale také potiebnym
zpusobem energeticky metabolismus. Cilem jeho ptisobeni je udrzet staly po-
mér mezi energetickym piijmem a energetickym vydejem v zéavislosti na sig-
nalech, které ptichazeji z mist perifernich energetickych zasob. Na zékladé
toho, jaké signaly ptichazeji, ptisobi HPA o0sa na endokrinni systém. Ten dale
prostiednictvim rozli¢nych peptidovych hormont ovliviiuje piijem potravy,

metabolismus i energetickou homeostazu (Dey & Noguchi, 2017).

Pravé uvolnéni kortizolu, ktery tuto homeostazu pomaha udrzet, je fizeno
HPA osou. CRH je uvoliiovan paraventrikularnim jadrem hypotalamu a dale
pusobi na adenohypofyzu, ve které se timto spousti sekrece ACTH. ACTH
dale pisobi na nadledviny, ve kterych se zane uvoliiovat kortizol. Samotny
kortizol ma inhibi¢ni G€¢inky vici sekreci ACTH a CRH, a to pomoci mecha-

nismu negativni zp&tné vazby (Ramamoorthy et al., 2017).

Ve chvili, kdy je v organismu nahromadén piebytek energie, je branéno pfi-
jmu novych zdrojl energie, energeticky vydej je navysen a zésoby tuku jsou

mobilizovany. V piipadé nedostatku energie systém naopak stimuluje piijem
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potravy, shizuje energeticky vydej a podporuje produkci glukézy v jatrech,
dokud neni dosazeno metabolické homeostaze (Dey & Noguchi, 2017).

V ptipadé, kdy osa HPA nefunguje spravnym zpiisobem, je ovlivnéna i se-
krece kortizolu. Variace kortizolu mtze vést k hypokortizolismu ¢i hyperkor-
tizolizmu (jedna se o endokrinni poruchy), ale miize vést i k moznému naru-
Seni metabolismu, zanétd, kardiovaskularnich chorob apod. (Wester &

Rossum, 2015).

Hyperkortizolismus je spojovan s Cushingovym syndromem, ktery muze byt
ACTH-dependentni ¢i independentni povahy. V piipadé zavislosti na ACTH
muze byt hyperkortizolismus vyvolan tumorem hypofyzy, ptipadné jinym en-
dokrinnim tumorem. V téchto ptipadech ACTH stimuluje zvySenou produkci
kortizolu v kife nadledvin. Pokud je nadprodukce nezavisla na ACTH, byva
to vétSinou zplsobeno pifijimanim zvySené¢ho mnozstvi kortikosteroida z 1¢-
¢ebnych divodu (Raff & Carroll, 2015). Projevy Cushingova syndromu mo-
hou byt diabetes mellitus, hypertenze, nartst tukové tkané ¢i osteopordza

(Lilaetal., 2011).

V piipadé, kdy je kortizol produkovan ve snizeném mnozstvi, hovoiime o tzv.
Addisonov¢ chorobé, ktera byva spusténa bud’ v souvislosti s ACTH, pii-
padné nezavisle na ACTH. Pokud zde neni spojitost, nejCastéjsi pricinou je
autoimunitni adrenalitida (zanét kiiry nadledvin), ptipadné zhoubné bujeni,
které snizuji sekreci kortizolu. Pokud je nizsi sekrece spojena s ACTH, pak
je nejcastéjsim divodem pravé nizsi sekrece ACTH z adenohypofyzy, pii-
padné nizsi sekrece CRH z hypotalamu (Michels, A., & Michels, 2014; Neary
& Nieman, 2011; Nicolaides, N. C., Chrousos, G. P., & Charmandari, 2017;
Wojcik, M., Ruszala, A., Janus, D., & Starzyk, 2019).
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Mezi projevy Addisonovy choroby se fadi inava, snizena télesna hmotnost,
hypotenze a zvySena pigmentace kiize. Mezi mozné formy 1é¢by se fadi sub-
stituéni terapie hydrokortizonem (Nicolaides, N. C., Chrousos, G. P., &
Charmandari, 2017).

Mimo zminéné oblasti mize dysfunkce HPA osy vést k naruseni spankového
cyklu a mit fadu vaznych nasledki. V ptipad¢ nadbytku glukokortikoidi totiz
dochazi k nartstu hladin glukézy a inzulinu (Hirotsu et al., 2015), ale také
k poklesu adiponektinu, hormonu, ktery ma vyznamné protektivni uéinky
vici inzulinové rezistenci, rozvoji diabetes mellitus a ateroskler6zy, ale také

rozvoji obezity a kardiovaskularnich nemoci (Achari & Jain, 2017).

Hormon melatonin a jiné, produkované osou HPA, upravuji cyklus bdéni a
spanku. V ptipadé dysfunkce HPA osy dochézi k naruseni spankového cyklu,
stejné tak vSak nedostatek spanku mtize ovlivnit HPA osu a vést k jeji hype-

raktivaci (Hirotsu et al., 2015).
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2.4 Klinické aplikace méteni kortizolu z matrice vlasu

Nerovnovazna sekrece kortizolu, at’ uz ve sméru hyperprodukce, piipadné
hypoprodukce, je spjatd s dysfunkci HPA osy, pricemz vysledné vychyleni
Z rovnovahy vypovida o poruchach jednotlivych slozek HPA 0sy, coz se pro-
jevuje Cushingovym syndromem, ptipadné Addisonovou chorobou (Michels,
A., & Michels, 2014; Raff & Carroll, 2015). Mimo primarni projevy zming-
nych chorob se miize dysfunkce HPA osy Vv dlouhodobém métitku promitat
do poruch spankového cyklu (Hirotsu et al., 2015) a kardiovaskularnich one-
mocnéni (Achari & Jain, 2017).

S vyrazné vyss$im zachytem dusevnich poruch v poslednich letech zacaly
vznikat snahy o vyuziti méfeni kortizolu z matrice vlasti pro potieby vy-
zkumu v oblasti dusevniho zdravi. Bylo zjisténo, ze pravé dysfunkce HPA
0sy byva provazana s témito typy poruch, a proto by jeji zkoumani mohlo
napomoci vétsimu pochopeni principt rozvinuti a 1é¢by duSevnich poruch
(Koumantarou Malisiova et al., 2021). V nasledujicich odstavcich predstavim
dosavadni poznatky z vyzkumii depresivni poruchy, hrani¢ni poruchy osob-
nosti a dalSich typd duSevnich poruch, které byly v souvislosti s dysfunkci

HPA osy zkoumany.

24.1 Depresivni porucha

Depresivni porucha je jednou z nejzastoupenégjSich dusevnich poruch na
svété. Vyznacuje se depresivni, smutnou naladou, snizenym zajmem o akti-
vity, pocity viny ¢i neschopnosti, sniZzenou energii a pozornosti, zménou ve
stravovani, poruchami spanku a suicidalnimi myslenkami (Malhi, G. S., &
Mann, 2018). Riziko rozvinuti této poruchy béhem zivota bylo stanoveno na
25 % u Zen a 12 % u muzl, pficemz pievazujici Sance rozvinuti jsou nizsi

Vv rozvojovych zemich. Depresivni porucha se vaze s celou fadou jinych
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onemocnéni, jako je diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni a rtizné

typy nadorovych onemocnéni (Psarraki et al., 2021).

Bylo prokazano, ze stres mize ovlivnit rozvinuti deprese. U jedinct, kteti byli
v détstvi tyrani ¢i zanedbavani, bylo zjisténo vyssi riziko rozvinuti deprese
v dospélosti, stejné tak dalsi stresujici udalosti jako ztrata blizkych ¢i ztrata

prace byly taktéz spojovany s rozvinutim deprese (Psarraki et al., 2021).

Pravé abnormalita fungovani HPA oSy zpracovavajici stresové podnéty byla
pozorovana u depresivnich poruch. Dle fungovani HPA systému je mozné
urcitym zpiisobem odlisit dva typy depresivnich poruch: melancholickou de-
presi (s vyssi hladinou kortizolu) a atypickou depresi (s hypoaktivitou HPA
oSy a niz§imi, pfipadné€ béZznymi hladinami kortizolu). V porovnani s kontro-
lami vSak rozdily mezi t€mito typy depresivnich poruch a kontrolami nebyly
signifikantni. Vysvétlenim mohou byt vagni definice pojm, které mohou byt

Casto zavadgjici (Koumantarou Malisiova et al., 2021; Psarraki et al., 2021).

U studie depresivni poruchy s Zenskymi participanty byly zjiStény signifi-
kantné nizsi hladiny vlasového kortizolu (33.6 + 23.3 pg/mg) oproti zdravym
kontrolam (60.2 +33.8 pg/mg). Na druhou stranu vSak byla u Zen pozorovana

vy$8i hladina kortizolu v séru (Pochigaeva et al., 2017).

Bylo pozorovano, ze vyssi hladiny kortizolu se vyskytuji u jedinct s prvni
depresivni epizodou, u jedinct s pfetrvavajicimi epizodami byla hladina ob-
dobna jako u kontrol. V souvislosti s traumatem z détstvi se zkoumal kortizol
u aktualné depresivnich a dlouhodobé depresivnich pacientii. Vyssi hladiny
kortizolu byly nalezeny u aktualné depresivnich, stejné hladiny u kontrol a
dlouhodobé depresivnich pacientd (Psarraki et al., 2021). Jina studie vSak ho-
voii o obdobnych hodnotéach vlasového kortizolu u atypické (ac v ni pretrvava

smutnd nalada a nezdjem, radostné udalosti jedince mohou zlepsit stav
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jedince), non-atypické deprese a zdravych jedinct (ptiblizné 7.8 az 8.7 + 4.5
pg/mg) (Herane-Vives et al., 2018).

U jiné studie bylo zjisténo, ze vlasovy kortizol byl u depresivnich pacientti o
50 % vyssi nez u kontrol a nijak nekoreloval s poctem ¢i délkou predeslych

epizod, ani s intenzitou depresivni poruchy (Dettenborn et al., 2012).

U Zen s poporodni depresi byly pozorovany nizsi hladiny vlasového kortizolu
a vyssi depresivni skore pied 1 po porodu v pomérn¢ konstantnich hodnotach
oproti kontroldam. A¢ se hladiny kortizolu po porodu sniZily u vSech partici-
pantti, u kontrol bylo toto snizeni signifikantnéj$i. Studie s pomérne vysokou
piesnosti byla schopna urcit, zda pacientka bude trpét poporodni depresi na

zaklade¢ prenatalni hladiny kortizolu (Jahangard et al., 2019).

VétSina studii hovori 0 malo signifikantnim rozdilu kortizolu ve vlasech mezi
mohou byt dany heterogenitou skupin, rozdilem v dané epizod¢, kterou paci-
ent prochazi (zda jde o prvni Ci pretrvavajici epizody), melancholickou ¢i aty-
pickou depresi ¢i komorbiditou s jinymi onemocnénimi. Dal$i vysvétleni
muze byt dano hyperaktivitou HPA systému u depresivnich poruch, ktera
muze byt korigovana organismem, takze pacient ve vysledku vychazi s béz-

nymi hladinami kortizolu (Psarraki et al., 2021).

Rozdily ve vysledcich studii mohou byt mimo to dany vékem, pohlavim (u
muzi je bézné vyssi hladina kortizolu), medikaci (1éky proti bolesti i antide-
presiva ovliviwyji hladiny kortizolu), wash-out efektem, rtiznou rychlosti ristu
vlasu, riznymi analytickymi metodami (kapalinova chromatografie s hmot-
nostni spektrometrii, heterogenni enzymova imunoanalyza), ale i faktem, ze
vétsina studii je spiSe piipadova. Vice vhodné by pro zkoumani této proble-

matiky byly longitudinalni studie (Psarraki et al., 2021).
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24.2 Hraniéni porucha osobnosti

Hrani¢ni porucha osobnosti je vazna dusevni porucha, ktera postihuje
2 % populace a ktera se vyznacuje nestabilitou v ramci kontroly impulzivniho
chovani, emoc¢ni regulace, narusenym sebe-pojetim a mezilidskymi vztahy.
U této dusevni poruchy je pomérné vysokd morbidita dana riskantnim chova-
nim a suicidalnimi tendencemi, které hrani¢ni poruchu osobnosti doprovaze;ji.
Impulzivni chovani u tohoto typu pacientd je mnohdy ovlivnéno plisobenim
stresovych udalosti, kdy napf. sebeposkozovaci tendence maji za cil uvolnit
stres. Proto je akutni stres vyznamnym cCinitelem v rizikovém chovani paci-
entd. Uvazuje se o mozné roli dysfunkce HPA osy, ktera by v rozvoji této

dusevni poruchy mohla sehravat roli (Bourvis et al., 2017).

V ramci analyzy kortizolu byla provedena méteni primarné z matric slin u
zen s hrani¢ni poruchou osobnosti, kdy byla naméfena snizena hladina kor-
tizolu oproti kontrolam (Aleknaviciute et al., 2016). Stejného vysledku do-
sahla i jina studie (Duesenberg et al., 2019), ovSem v literatufe se vyskytly i
rozdilné zavéry. V jednom z vyzkumu byly nalezeny hladiny kortizolu u Zen

zvySené, u muzd naopak snizené (Inoue et al., 2015).

Nékteré studie, zamé&fujici se na analyzu kortizolu z matrice moci, pfinesly
poznatky o zvySeni hladin kortizolu u Zen s hrani¢ni poruchou osobnosti
(Wingenfeld, 2007). V piipadé komorbidity s posttraumatickou stresovou po-
ruchou byly tyto hladiny niZsi oproti pacientim s posttraumatickou stresovou
poruchou (Southwick, 2003).

Z hlediska krevniho séra byly zjistény vyssi hladiny kortizolu u Zen, které
trpély hrani¢ni poruchou osobnosti, ale zaroveil prozily Vv détstvi tyrani

(Rinne et al., 2002).
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V ramci matrice vlast byl realizovan vyzkum u Zen s hrani¢ni poruchou
osobnosti, kdy byly ve vzorcich analyzovany testosteron a kortizol. V ramci
kortizolu nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi kontrolou a pacienty,
naopak testosteron byl u pacientii signifikantné vyssi oproti kontrolam

(Dettenborn et al., 2016).

243 DalSi aplikace

Mimo vySe zminéné dusevni poruchy byly taktéz za pomoci analyzy kor-
tizolu zkoumany dalsi typy dusevnich poruch a dusevnich traumat. U paci-
entl s generalizovanou uzkostnou poruchou byla pozorovana primarné vyssi
hladina krevniho kortizolu a kortizolu ve slinach v rannich hodinach, postu-
pem ale doslo ke snizeni (Mantella et al., 2008). Ve vlasovych vzorcich hla-
dina kortizolu u pacientt s generalizovanou tuzkostnou poruchou nebyla sig-
nifikantné odlisna oproti kontrolam (Steudte-Schmiedgen et al., 2017). Dle
piehledového ¢lanku se vysledky u panické izkostné poruchy a obsedantné
kompulzivni poruchy Vv riznych biologickych vzorcich lisily (Koumantarou
Malisiova et al., 2021), komorbidni tizkostna a depresivni porucha vsak vedly

k navySeni kortizolu ve vzorcich vlasu (Gerritsen et al., 2019).

Hirt et al. (2019) zkoumali, zda rané zkuSenosti tyrani z détstvi souviseji
S hodnotou vlasového kortizolu a rozvinutim schizofrenie ¢i psychozy. Ac se
hodnoty mezi skupinou zdravych kontrol, chronickych schizofreniki a schi-
zofrenik s jednou ¢i dvéma hospitalizacemi ptilis nelisily, bylo pozorovano,
ze jedinci s ranou zkuSenosti tyrani (kolem 11 roku zivota) méli niz$i hodnoty
kortizolu. Vlasovy kortizol byl naopak pozorovan ve zvysené podobé& u paci-
entd s psychozou, ktefi se vyznacovali intoleranci viéi uréitym 1éCivam.

Obecné vSak lze fict, Ze aktivita HPA systému ve spojitosti s témito
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duSevnimi poruchami je pozorovana, ale v jakém konkrétnim sméru (hypo ¢i

hyperaktivita) je stale otazkou.

Jedinci, kteti se pokusili o sebevrazdu, méli signifikantné nizsi hladinu kor-
tizolu (Melhem et al., 2017), stejn¢ tak 1 jedinci straumatem z détstvi
(Steudte et al., 2013). Tato snizena hladina se vsak projevila az v dospélosti.
Mimo to bylo prokazano, ze konzumace heroinu snizuje aktivitu HPA osy.
Jedinci v 1é¢eni vSak méli vyssi hladiny kortizolu oproti kontrolam (Yang et
al., 2016).

Zaveérem by bylo mozné shrnout, Ze a¢ jsou vysledky velmi nekonzistentni,
shoduji se v jedné skutecnosti: v obdobich bezprostfedné po tisni ¢i utrpeni
pacienta (a ve spojeni s prvnimi stadii ¢i epizodami dusevni poruchy) byly
pozorovany vyssi hladiny vlasového kortizolu. Kromé depresivnich pacientt
S prvni epizodou se stejny trend vyskytoval také u jedincu S prvni epizo-
dou bipolarni poruchy a psychozy. U posttraumatické stresové poruchy (dale
PTSD) taktéz bylo pozorovano zvySeni Kortizolu kratce po traumatizujici
udalosti, ovSem nasledné snizeni po delsi dobé. Toto konstantni snizeni bylo
u PTSD pozorovano ve vsech biologickych vzorcich. V ramci popsanych pri-
beht se predpoklada tzv. ,,dose-response model®, ktery by dany vyvoj mohl

vysvétlit (Koumantarou Malisiova et al., 2021).
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2.5 Metody stanoveni vlasového kortizolu

Pro analyzu kortizolu v matrici vlast se postupn¢ ustanovily optimalizované
postupy, a to jak v ¢asti preanalytické Gpravy vzorku, tak v ¢asti samotné ana-
lyzy. A preanalyticka ¢ast byva pomérné stejnorod¢ ustanovena ve vétsineé
pfipadd, u analytické casti se setkdvame se dvéma hlavnimi diskurzy, které

budou rozebrany v nasledujicich podkapitoléach.

251 Preanalyticka uprava vzorku

Pro odstiihnuti vzorku vlast se béZzn¢ voli posterior vertex pozice, pficemz je
snaha odstfihnout vzorky co nejblize pokozce hlavy. Cilem je zachovat pied-
poklad, ze obsah kortizolu v 1 cm vlast ve sméru proximalnim od pokozky
hlavy odpovida hladiné kortizolu za 1 mésic (Lee, D.J., Kim, E, Choi, 2015).

V ramci Gpravy vzorku byly realizovany fady srovnani, aby optimalizovana
metoda byla co nejucinnéjsi z hlediska extrakce. Mezi jednim z diskutova-
nych postupu byla otazka pocate¢niho zpracovani vzorkt. Byly provedeny a
srovnany postupy, kdy vlasové vzorky vyzkumnici rozemleli a poté srovnali
ucinnost s klasicky nastiihanymi vzorky vlast. U rozemletych vzorka se uka-
zala byt extrakce U¢inngjsi, ale ne vyrazné. Kvili slozitosti a ¢asové naroc-
nosti dodate¢ného kroku rozemleti se tento postup u védecké vetejnosti neujal

(Gao et al., 2013).

Nasledujici krok procisténi vzorkt byl zafazen kvili odstranéni mazu a potu
z vlasi, které mnohdy obsahuji dodate¢ny kortizol. Aby se tak zabranilo nad-
hodnoceni hladin kortizolu, ale také se Castecné smazaly rozdily v Gcastniky
provadéné péci o vlasy, vzorky byvaji promyvény, a to nejcastéji isopropa-
nolem (Gerritsen et al., 2019; Greff et al., 2019a; Herane-Vives et al., 2018).
V nékterych piipadech vSak byva misto isopropanolu pouzivana voda a na-

sledné aceton (Binz et al., 2016). Vzorky poté schnou po dobu 12-48 hodin
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(Gao et al., 2013; Gerritsen et al., 2019; Greff et al., 2019a; Herane-Vives et
al., 2018; Noppe et al., 2015) (v piipadé vody a acetonu 4 hodiny (Binz et al.,
2016)).

Extrak¢ni kroky se 1isi v zavislosti na pouzitém typu analyzy, ale v zdsad¢
obsahuji pocate¢ni krok extrakce methanolem a naslednou inkubaci této
smési po dobu 16-20 hodin. V ptipad¢ stanoveni heterogenni enzymovou
imunoanalyzou (dale ELISA) se navic tento krok dopliuje piredchdzejicim
rozemletim vzorkd pomoci sklenénych ¢i keramickych kulicek (Greff et al.,
2019a; Herane-Vives et al., 2018; Noppe et al., 2015). V n¢kterych publika-
cich je také zminéna dodate¢na centrifugace smési po extrakci methanolem
(Binz et al., 2016; Gao et al., 2013; Herane-Vives et al., 2018; Noppe et al.,
2015).

Po extrakci je ze vzorkli odstranén methanol pomoci vétSinoveé vyuzivané
evaporace dusikem pti 35-65 °C, ptipadné vzacnéji pomoci vakuové centri-

fugy (Herane-Vives et al., 2018).

Poslednim krokem je rekonstituce vzorku, ktera je provadéna v destilované
vodé (Gao et al., 2013), fosfatovém pufru (Greff et al., 2019b) ¢i komeréné
dostupnych rozpoustédlech u ELISA metody (Herane-Vives et al., 2018), 2%
methanolu (Noppe et al., 2015), pfipadné ve smési methanol-voda (Binz et
al., 2016).

25.2 Imunochemické stanoveni ELISA

ELISA stanoveni se doneddvna fadilo mezi intenzivné pouzivané metody
analyzy kortizolu. Metoda vyuziva interakce protilatky se stanovovanym ana-
lytem, pfi€emZ samotnd protilatka je imobilizovana na pevné fazi, kterou
muze predstavovat polystyren, polyvinyl ¢i polypropylen. Aby doslo k inter-

akci mezi protilatkou a analytem, vyuZziva se riznych enzymi, které vytvareji
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Vv pripadé¢ pozitivni reakce barevnou odezvu (v pripad¢ beta galaktosidasy je
nutné pouzit fluorimetr, aby se zmeéna, kterd je mimo viditelné spektrum, za-

chytila). Samotna reakce pak trva ptiblizn¢ 30 az 60 minut (Aydin, 2015).

V ramci stanoveni ELISA metodou existuje nékolik typi této analyzy, které
Ize v zasad¢ rozdélit do dvou skupin, a to na homogenni a heterogenni imu-
nochemické stanoveni. Nejpouzivanéjsi v ramci stanoveni kortizolu je kom-
petitivni ELISA metoda, ktera je zaloZzend na pouziti dvou typt protilatek
(Greff et al., 2019b).

Vyhodou ELISA metody je jeji nizka cena, jednoduchost a schopnost analy-
zovat vysoké mnozstvi vzorki v kratkém case (Noppe et al., 2015). Problém
vsak piedstavuje Casta zkiizena reaktivita steroidnich analytd s protilatkami,
kdy dochazi k umélému nadhodnocovani vysledkt (Gao et al., 2013). Mimo
to metoda neumoznuje Vv jedné analyze stanovit vice latek soucasné (Noppe
et al., 2015). ELISA stanoveni proto zacind byt postupné opousténo zvlaste
kvuli nizké specificité a spolehlivosti, které mnohdy provazeji analyzu stero-

idnich latek pomoci tohoto typu metody (Gao et al., 2013).

2.5.3 Hmotnostni spektrometrie LC-MS

Kwvli problémiim vyse zminénym se védecka veiejnost pokusila nalézt vhod-
n¢jsi zplsob analyzy vlasovych vzorka. Tim se stala kapalinova chromato-
grafie s hmotnostni spektrometrii (dale LC-MS), piipadné kapalinova chro-
matografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (dale LC-MS/MS), od
kterych se do té doby ustupovalo kvilli vysoké finan¢ni narocnosti analyzy,
ale i nemoznosti nastavit tato stanoveni v masivnim méfitku analyzy vice
vzorkt (Noppe et al., 2015). Navic tyto metody musely byt doplnény o prea-
nalyticky krok cisténi pomoci extrakce na pevné fazi (dale SPE), ktery
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umoznil odstranit kontaminanty z matrice vlast a citlivéji zachytit hladiny

kortizolu (Gao et al., 2013).

Zminéné prekazky pro masivni analyzy vzorkl byly postupné feSeny, pfi-
c¢emz byly pfedstaveny prvni validace metody analyzy vlast pro stanoveni
steroidnich hormont (Noppe et al., 2015). Zvlasté Gao et al. (2013) predsta-
vili novy zptsob online SPE LC-MS/MS analyzy, ktery umoznil z ¢asového
hlediska vyrazné zkratit dobu analyzy na 9 minut/vzorek (do té doby vycha-

zela na 50 minut/vzorek).

Principem LC-MS (ptipadné¢ LC-MS/MS) analyzy je oddéleni molekul ana-
lytu pomoci kapalinové chromatografie a nasledna konverze téchto molekul
do ionizovaného stavu. Ta je vétSinou provadéna pomoci ionizace elektro-
sprejem. Nasledn¢ jsou ionty a produkty rozpadu téchto iontd analyzovany za
pomoci poméru hmotnosti ku naboji téchto ionti (m/z) v hmotnostnim spek-
trometru. Varianta MS/MS navysuje citlivost metody. Nevyhodou metody je
pocatecni vysoka cena, ktera se poji s pofizenim spektrometru. Na druhou
stranu je vyhodou této metody vysoka citlivost a moznost stanovit vice ana-

lyti soucasné (Pitt, 2009).
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3 Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vyznam analyzy vlasového kortizolu
u dvou psychiatrickych poruch: depresivni poruchy a hrani¢ni poruchy osob-
nosti, a to za pomoci online SPE LC-MS analyzy. Cilem bylo zachytit poten-
cialni trendy vyvoje kortizolu jak z hlediska samotnych typt psychiatrickych
poruch, tak z hlediska vyvoje méfeného hormonu Vv del$im ¢asovém méfitku

(3 az 6 mésict).
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4 Material, metody a postup pii pripravé vzorku

4.1 Chemikalie, standardy, pfistroje

Chemikalie a standardy

Deionizovana voda (ze zafizeni Mili-Q system na ultracistou vodu) (Milli-
pore, MA, USA)

Zasobni roztok *Cs-kortizolu (2,3,4-13C3) (100 ug/mL) (Sigma Aldrich (Svy-
carsko))

Deuterovany Dg-kortizon (2,2,4,6,6,9,12,12-Dg) (Sigma Aldrich (Svycar-
sko))

Isopropanol (Sigma Aldrich (Svycarsko))

Kyselina mravendi (Sigma Aldrich (Svycarsko))

Methanol (LC-MS) (Sigma Aldrich (Svycarsko))

Zasobni roztok Cs-kortizolu byl ziedén v methanolu na koncentraci 50
ng/mL. Deuterovany interni standard (dale 1.S.) (Ds-kortizon) byl ptipraven
ve finalni koncentraci 100 ng/mL. Zasobni roztok i I.S. (Ds-kortizon) byly

skladovany pfi teploté -20 °C.

Pristroje
Zatizeni na ultracistou vodu Mili-Q system (Millipore, MA, USA)
Minitiepacka IKA MS2 Minishaker VVortexer (Némecko)

Analyticka véha Sartorius Research (Némecko)
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4.2  Odbér biologického vzorku a jeho zpracovani

Pramen vlast byl pro ucely stanoveni kortizolu odebran jak u zdravych kon-
trol, tak u jedinct s hrani¢ni poruchou osobnosti a depresivni poruchou. Tes-

tovani jedinci podepsali informovany souhlas.

Odbér vzorki pti preanalytické fazi byl provadén proskolenymi pracovniky
dle kritérii vydanych Society of Hair Testing (Cooper et al., 2012), ktefi dané
prameny vlasu, odstfizené z posterior vertex pozice co nejblize vlasové po-
kozky a zajisténé z proximalni strany proti rozpadnuti, skladovali na suchém
a tmavém misté pii pokojové teploté do doby pievzeti vzorkl. Postup prea-

nalytické faze je vizualné shrnut na Obrazku 6.

Obrazek 6: Schéma odbéru vzorku. 1. Pramen vlast byl odebran z posterior vertex
pozice co nejblize pokozky hlavy. 2. Pramen byl zajistén alobalem proti rozpadnuti.
3. Vzorek byl nasledné ulozen do obalky a skladovan na suchém, tmavém misté pii

pokojové teploté do doby zpracovani a analyzy vzorku

Extrakce kortizolu ze vzorku vlast byla provedena na zéklad¢ jiz vyvinuté,
validované a optimalizované metody (Kostolanska et al., 2019). Pramen vlast
byl z proximalni strany segmentovan po 1 cm do mikrozkumavek typu Eppe-
ndorf (1.5 mL). Pocet segmentl se pohyboval od jednoho po Sest, a to podle
délky pramenu. Dané déleni po 1 cm segmentech zajistilo retrospektivni sle-

dovani vlasového kortizolu vzdy 1 mésic (az 6 mésicit) zpétné.
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Nastiihané vzorky byly dvakrat manualné promyty 1 mL isopropanolu a pro-
ttepavany po dobu 1 minuty. Po nasledném odcerpani isopropanolu byly
vzorky pieneseny do digestoie, kde byly ponechany po dobu nejméné 24 ho-
din k uplnému vysuseni. Spolu se vzorky vlast byly stejnym postupem pro-
CiStény 1 vzorky vlash odsttizené z distalniho konce minimalné 20 cm dlou-
hych vlast, odebranych zdravé kontrole a slouzicich jakozto autenticka

matrix pro pozdéjsi pfipravu kalibracnich vzorkd.

VysuSené vzorky byly na analytické vaze zvazeny s piesnosti na 0.01 mg ve
sklenénych zkumavkach. Hmotnost vzorkli se pohybovala v rozmezi 8 + 3
mg. Pro potieby kalibrace byly taktéZ navdzeny do sklenénych zkumavek
vzorky z distalniho konce vlast, a to o hmotnosti ptiblizné 8 mg. K navaze-
nym vzorkam (s vyjimkou vzorkt pro potieby kalibrace) bylo nasledné pii-
dano 1800 pL methanolua 10 pL I.S. (Dg-kortizon) o koncentraci 100 ng/mL.

Kalibra¢ni vzorky byly piipraveny ze zasobniho roztoku '*Cs-kortizolu o
koncentraci 50 ng/mL (Tabulka 1).

Tabulka 1: P¥iprava kalibra¢nich vzorki ze zasobniho roztoku **Cs-kortizolu o kon-

centraci 50 ng/mL

Objem [uL] odebrany ze za-
Doplnéni do 1 mL Vysledna koncentrace
sobniho roztoku **Cs-kor-

_ methanolem [uL] | **Cs-kortizolu [ng/mL]
tizolu (50 ng/mL)

100 900 5
40 960 2
20 980 1
10 990 0,5
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Do ctyt sklenénych zkumavek s nastiihanymi konecky vlast o pfiblizné
hmotnosti 8 mg bylo nasledné ptidano 100 pL standardniho roztoku o kon-
centracich 5, 2, 1 a 0.5 ng/mL *Cs-kortizolu. Do kazdé bylo dale napipeto-
vano 1700 uL methanolu a 10 pL 1.S. (Dg-kortizon).

Sklenéné zkumavky se vzorky a kalibra¢nimi vzorky byly uzavieny a inku-
bovany po dobu 18 hodin v laboratofi. Nasledujici den byla smés pienesena
do mikrozkumavek typu Eppendorf (2 mL) a ofukovana v digitalni suché

lazni pii 40 °C dusikem.

Po odpaieni methanolu byly vzorky i kalibraéni vzorky rekonstituovany v
500 pL 20% methanolu. Smés v mikrozkumavkach byla vortexovana po dobu
15 vtefin a nasledné prenesena do sklenénych vialek o objemu 1 mL k LC-

MS analyze.
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4.3  Analyza kortizolu pomoci online SPE LC-MS metody

Analyza kortizolu z matrice vlasu byla provedena na zaklad¢ jiz optimalizo-
vané metody analyzy kortizolu pomoci online SPE LC-MS (Kostolanska et
al., 2019). Optimalizovana metoda vychazela ze studie, ktera navrhla pouzit
pro potiebu stanoveni kalibracni ptimky konecky vlasti, v nichZ je obsah kor-
tizolu minimalni, spolu s pfidanymi zndmymi koncentracemi znaceného
13Cs-kortizolu, ktery vykazuje stejné vlastnosti v ramci zobrazeni LC-MS
metodou. Bylo tak zabranéno moznému znehodnoceni Vv piipadé vyssi kon-
centrace kortizolu v koneccich vlasu, jelikoz se méfeny kortizol ve vzorcich
vztahoval ke kalibraci znaceného kortizolu, ktery pfirozené ve vlasech pfi-

tomny neni (Binz et al., 2016).

Online SPE LC-MS metoda vyuzivala Dionex Ultimate 3000RS (ThermoS-
cientific, CA, USA) modul doplnény o binarni vysokotlakou gradientni
pumpu a kvartérni nizkotlakou gradientni pumpu propojenou s autosample-
rem a kolonovym termostatem s obousmérnym ventilem. Zachytna SPE ko-
lona sestavala z upevnéného drzaku kolony (Phenomenex, CA, USA) a dvou
kust SecurityGuardTM cartridge (2 x 4 mm, C18, Phenomenex, CA, USA)
(Kostolanska et al., 2019).

Analyza vzorkli probihala nasledujicim zplisobem: nizkotlaka pumpa po
dobu 2 minut pfi pokojové teploté vhanéla 50 puL analyzovaného vzorku na
SPE kolonu za pomoci 10% methanolu ve vodeé rychlosti 1 mL/min. Po uply-
nuti této doby doslo k prestupu piecisténého vzorku na analytickou kolonu
(2.1 mm x 100 mm, 2.7 um C18 Ascentis, Phenomenex, CA, USA) umisté-
nou za ochrannou kolonou (C18, 2 x 2 mm, Phenomenex, CA, USA). Ob¢
kolony byly udrzovany pii teploté 20 + 0.1 °C. Vysokotlaka pumpa po dobu
12 minut rychlosti 0.2 mL/min vhanéla analyt v mobilni fazi 50% methanolu

a 0.1% kyseliny mravenéi ve vodé (Kostolanska et al., 2019).
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50% methanol mobilni faze byl v dané koncentraci udrzovan po dobu 2 mi-
nut, béhem nasledujicich 7.5 minut doslo K postupnému zakoncentrovani na
85 %. Dana koncentrace byla ustalena po dobu 1 minuty a vratila se zpét na
hodnotu 50 % za 1.5 minuty. Mezi 4 a 8.5 minutami zaroven prob¢hla rege-
nerace SPE kolony za pomoci 100% methanolu, koncentrace se poté vratila
na pivodnich 10 %. Na Obrazku 7 je pro lepsi prehlednost cely proces gra-
ficky znazornén (Kostolanska et al., 2019).

Washing Transfer Acquisition
valve A B A
position

HPG L
pump 50 % IS

LPG 100 %
pump 10%

MS Divert Analyze Divert

0 2.0 2.5 40 50 75 85 12 min

Obrazek 7: Grafické znazornéni variovani koncentraci methanolu v mobilnich fazich

na SPE a analytické koloné (Kostolanska et al., 2019).

Analyticka kolona byla napojena na Bruker EVOQ Qube triple quadrupole
hmotnostni spektrometr (Némecko) operujici v modu negativni ionizace vy-
hiivanym elektrosprejem pii teplot€ 350 °C. Negativni ionizace umoZznila
pracovat s adukty kyseliny mravenci a kortizolu (kortizonu) S negativnim na-
bojem s méné¢ interferencemi a vyssi specificitou. Jako kolizni plyn byl pouzit

argon.
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Koncentrace analytll byla uréena z kalibrace znaceného *Cs-kortizolu (Binz
et al., 2016) s korekci na I.S. (Ds-kortizon). Limit detekce (dale LOD) 3:1
(signal:Sum) a limit kvantifikace (dale LOQ) 10:1 (signal:Sum) byly nasta-
veny optimalizovanou metodou (Kostolanska et al., 2019). Referenéni inter-
val pro potieby této prace a analyzu jednotlivych skupin depresivnich paci-
entl a pacientil s hrani¢ni poruchou osobnosti (Obrazek 11 a 12) byl v ramci
optimalizované metody nastaven na 4.85 + 3.37 pg/mg (median + 2x sméro-
datnd odchylka) na zakladé¢ meéfeni vzorkd vlast 114 zdravych kontrol

(Kostolanska et al., 2019).
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4.4 Soubory vySetfovanych pacientli

V ramci diplomové prace byly testovany dvé kohorty jedinct spadajici pod
rizné realizované studie. Nize budou popsany jednotlivé studie a charakteris-

tiky jedinci, ktefi se danych vyzkumi ucastnili.

441 Depresivni pacienti

Studie Strukturalni a funkéni korelaty kognitivniho deficitu u pacientt s de-
presivni symptomatologii a jeho dopady na kvalitu Zivota (afECT-COG) se
zabyvala narusenim kognitivnich funkci (pamét’, pozornost, uceni), které je
typické u depresivnich poruch. Studie do svého vyzkumu zahrnula pacienty s

depresivni poruchou a pacienty s depresivni fazi u bipolarni poruchy.

Vstupnimi kritérii pro pacienty s depresivni poruchou byl vék 18-65 let, pii-
tomnost alespon stiedné t€zké depresivni faze v ramci bipolarni afektivni po-
ruchy (F31), depresivni epizody (F32) ¢i periodické depresivni poruchy (F33)
a informovany souhlas ucastnika. Mezi vylucujici kritéria se fadilo t€hoten-
stvi, organicka porucha ovliviiujici funkci mozku, komorbidni psychiatricka

porucha, IQ < 70, ¢i nespolupracujici pacient.

U pacientii s depresivni poruchou byla zvolena vhodné farmakoterapeuticka
1é¢ba (medikace a elektrokonvulzivni terapie ¢i repetitivni transkranidlni
magnetické stimulace doprovazené medikaci), po jejiz stabilizaci byli G¢ast-

nici podrobeni jednotlivym vySetfenim popsanym nize.

Ucastnici studie byli pozadani o vyplnéni dotazniki a §kal. Nasledné byli po-
drobeni psychologickému vySetieni a odbéru krve za tcelem zjiSténi piitom-
nosti proteinil akutni faze, nervovych riistovych faktort, molekul znamek niz-
kého zanétu a proteinti ze skupiny adipokinid. Dale byli podrobeni vySetieni

za pomoci neurozobrazovacich metod (magnetické rezonance (ddle MR) a
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elektroencefalografie (didle EEG)) a optické koherencni tomografie (dale
OCT).

Prioritni ¢asti studie pro ucely diplomové prace byl odbér vlasii pro stanoveni
kortizolu, ktery probihal na Psychiatrické klinice Fakultni nemocnice Brno,
odkud byly vzorky v papirovych obalkach pteneseny na Biochemicky ustav
LF MU. Zde byly uloZeny pii pokojové teploté bez ptistupu svétla az do doby

zpracovani a analyzy.

Odbéru vlast se zacastnili pacienti hospitalizovani na Psychiatrické klinice
Fakultni nemocnice Brno, pfi¢emz z této skupiny byli vyfazeni jedinci, kte-
rym byly uméle podavany kortikoidy (v téchto ptipadech by byly pozorovany
nadhodnocené vysledky koncentraci kortizolu, které by neodpovidaly vy-
skytu kortizolu v organismu). Ve vysledku jsem v laboratofi zpracovala
vzorky vlast od 22 pacientii (jeden vzorek byl vytazen), nastiihané po 1 cm
na 1-6 cm podle délky vlast. Celkové bylo zpracovano a zanalyzovéno 99
segmentt ze série prvotnich odbéri. Do budoucna je naplanovano zpracovani
a zanalyzovani vzorki ze série follow-up odbért po 6 mésicich. Celkove tedy
budou pacienti pozorovani po dobu 12 mésicu v piipadé modelové délky

vlastu vét$i nez 6 cm.

Vzhledem k tomu, Ze se zminéné studie tcastnili muzi v pomérné vyssim za-
stoupeni nez v ramci studie s hrani¢ni poruchou osobnosti, bylo mozné na-
stiihat vzorky vlasi kviili krat$i délce v n¢kterych ptipadech pouze na 1-3 cm.
Proto tedy u téchto pacientli nebyl kortizol retrospektivné sledovan po dobu
6 mé&sicli. Na Obrazku 8 je graficky znazornéno sledovani kortizolu v orga-
nismu pacientil (s modelovym ptikladem vlasti o minimalni délce 6 cm), které

analyza vlasovych vzorkl umoZnila.
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Mésic
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Obrazek 8: Casova osa studie depresivni poruchy monitorujici koncentraci kortizolu
V organismu pacientll pfed zacatkem a v pribéhu studie. Odbér 1 je proveden na
zacatku studie a umoziiuje retrospektivné sledovat (dle délky vlasti) az 6 mésict pied
zaCatkem terapie miru zastoupeni kortizolu v organismu. Odbér 2, provedeny 6 mé-
sicti po zacatku studie, umozni monitorovat efekt terapie. Celkoveé je sledovan ro¢ni

vyvoj kortizolu v organismu pacienta.

4.4.2 Pacienti s hrani¢ni poruchou osobnosti

Studie Neuralni mechanismy dialektické behavioralni terapie u pacientd s
hrani¢ni poruchou osobnosti zkoumala mozny pifinos 1¢€cby hrani¢ni poruchy
osobnosti (dale BPD) pomoci dialektické behavioralni terapie (dale DBT)
v ramci 12tydenniho komplexniho programu. Do studie byly zatazeny nésle-
dujici skupiny ucastnikti: pacienti s BPD tGcastnici se programu a kontrolni
skupina pacient s BPD neucastnici se programu. Obé skupiny byly podrob-
eny odbéru vzorku vlast za G€elem stanoveni kortizolu a vySetfeni pomoci

neurozobrazovacich metod (MR a EEG).
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Odbér vzorki vlasi probihal pired MR a EEG vysetfenim ve vyzkumném cen-
tru CEITEC, odkud byly nasledné vzorky Vv papirovych obalkach ptfeneseny
na Biochemicky tustav LF MU. Zde byly ulozeny do doby zpracovani a ana-

lyzy pii pokojové teploté a bez piistupu svétla.

Vylucujicim kritériem pro zafazeni U€astnika do studie bylo podavani korti-
koidi, které by se projevilo ve vysledcich zvySenou hladinou kortizolu, jez
by neodpovidala realné hladiné kortizolu v organismu. Doposud bylo shro-
mazdéno 31 ucastnikli (8 ze skupiny nepodstupujici terapii, 23 ze skupiny
podstupuyjici terapii). Jeden vzorek ze skupiny nepodstupujici terapii byl vy-
fazen. Podle délky vlast jsem vzorky nastiihala po 1 cm na 1-6 cm. Dohro-
mady jsem zpracovala a zanalyzovala 171 segmentl ze série prvotnich od-
bért. Do budoucna jsou naplanovany dva follow-up odbéry vzdy po 6 mési-
cich, studie tedy bude monitorovat ucastnika studie po dobu 18 mésict v pfi-

pad€ modelové délky vlasii vétsi nez 6 cm.

Na Obrazku 9 je graficky znazornéno sledovani kortizolu v organismu paci-
entl (v pripadé¢ modelového ptikladu vlasti o minimalni délce 6 cm), které

analyza vzorkli umoznila.
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Mésic
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Obrazek 9: Casova osa studie BPD monitorujici koncentraci kortizolu v organismu
pacientt pied zac¢atkem a v prubéhu studie. Odbér 1 je proveden na zacatku studie a
umoznuje retrospektivng sledovat (dle délky vlast) az 6 mésicu pied zac¢atkem tera-
pie miru zastoupeni kortizolu v organismu. Odbéry 2 a 3, provedené vzdy 6 mésict
po predchozim odbéru, umoziluji monitorovat efekt terapie. Celkové je tak sledovan

vyvoj kortizolu v organismu po dobu 18 mésict.
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5 Vysledky

5.1 Srovnani vlasového kortizolu u depresivnich pacientli a

BPD pacientii se zdravymi kontrolami

Pro zobrazeni ptipadného rozdilu mezi skupinami zkoumanych pacientti byly
koncentrace kortizolu v prvnim centimetru vlasti porovnany se zdravymi kon-
trolami. Kontrolni skupina byla shromazdéna jiz v ramci pfedchozi optimali-
zace metody, a proto bylo zajisténo, ze budou vzorky vlast podrobeny srov-
natelnému postupu zpracovani a analyzy pomoci LC-MS. Pro kontrolni sku-
pinu bylo vybrano 114 participant (74 zen a 40 muzi ve véku 19-27 let)
z tad dobrovolniki (Kostolanska et al., 2019).

Vzhledem k tomu, ze koncentrace kortizolu nekopiruji normalni rozdéleni
(vyzkumy se shoduji na spodni hranici 1-5 pg/mg, horni hranice vSak u zdra-
vych kontrol jednoznac¢né nebyla stanovena a mnohdy variuje, coz je znakem
nenormalniho rozdéleni), byla data transformovéna na data parametricka po-

moci logaritmické transformace.

Median koncentrace v prvnim centimetru vlasi byl spocitan po logaritmické
transformaci a nasledné retransformaci vysledkt. Vysledna hodnota koncen-
traci pro dané skupiny ¢inila 4.85 + 1.84 pg/mg u kontrolni skupiny, 13.90 +
2.48 pg/mg u skupiny depresivnich pacientu a 4.94 + 1.86 pg/mg u skupiny
pacientll s BPD (median + smérodatnd odchylka). Jiz z t€chto vysledku bylo
patrné, ze intervaly koncentraci u zdravych kontrol a pacienti s BPD se pte-
kryvaji, zatimco hodnoty koncentraci u depresivnich poruch jsou jedno-
zna¢né€ vys§si. Na Obrazku 10 je srovnani koncentraci kortizolu u zdravych

kontrol, depresivnich pacientli a pacienti s BPD graficky znazornéno.
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Vlasovy kortizol [pg/mg, log.

Srovnani logaritmi koncentraci kortizolu kontrolni skupiny, pacienti s depresivni

poruchou a pacientt s BPD.

2.5
2.0 J—
[ ]
. 1.5
o o B Zdravé kontroly (n=114)
= - —‘7 M Depresivni pacienti (n=21)
- b B BPD pacienti (n=30)
0.5
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Obrazek 10: Srovnani logaritmi koncentraci kortizolu kontrolni skupiny, pacientt

s depresivni poruchou a pacientd s BPD.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze i ptes pritomnost odlehlych hodnot jsou
koncentrace kortizolu u zdravych kontrol konzistentnéji zastoupeny V ramci
box zobrazeni oproti BPD a depresivnim pacientim. U kontrolni skupiny Ize
dale pozorovat mensi rozptyl hodnot ve spodni hranici vysledkli oproti horni
hranici. U skupiny depresivnich pacienti je rozptyl do spodni i horni hranice
srovnatelny, u pacientti s BPD je opét patrny trend spodni hranice-nizsi roz-

ptyl jako u kontrolni skupiny.

Mimo rozptyly hodnot Ize pozorovat piekryv intervali koncentraci u zdra-
vych kontrol a pacienti s BPD, jak bylo jiZ zminéno vySe. Samotné grafické
znazornéni vSak neumoziuje analyzovat mozné trendy vyvoje kortizolu ve
vlasech po delsi dobu, coz pravé retrospektivni sledovani pomoci segmentace

umoziuje.
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5.2  Longitudinalni analyza vlasového kortizolu u depresivni
poruchy

V ramci skupiny depresivni poruchy byly zanalyzovany vzorky vlast od 21
pacientl (1 vzorek byl vyfazen). Informace o pohlavi, v€ku, ptipadné o pri-
béhu samotné poruchy u danych pacientti nebyly zjistovany. Zaméfeni této
prace bylo vedeno primarné k vybéru vhodné analyzy vysledka vzhledem ke
specificité retrospektivni analyzy vzorkt vlasi o délce 3-6 cm, a proto nebude
soucasti finalniho vyhodnoceni srovnani koncentraci kortizolu vzhledem

k pohlavi ¢i véku pacientt, ptipadné prub&éhu dané zkoumané poruchy.

Po nastiihani vzorki bylo shromézdéno devét pacientti s 6cm segmenty, Ctyti
pacienti s 5cm segmenty, ti pacienti s 4cm segmenty, tii pacienti s 3cm seg-
menty a dva pacienti s 2cm segmenty. U jednoho pacienta nebylo mozné
vzorky nastiihat kvili kratké délce vlast. Dohromady tak bylo vyhodnoceno

pouze 21 vzorki pacientd.

Hodnoty koncentraci variovaly vzhledem ke specificité a heterogenité dané
zkoumané poruchy, obecné vSak dosahovaly vyrazné vyssSich hodnot (13.90

+ 2.48 pg/mg) oproti zdravé kontrole, jak je znazornéno na Obrazku 10.

Vzhledem k tomu, ze grafické znazornéni na Obrazku 10 neumoznilo zobra-
zit potencialni longitudinalni vyvoj koncentraci kortizolu pomoci segmentace
vzorki, pfistoupila jsem k samostatné analyze vysledkl u jednotlivych typa
poruch. Na Obrazku 11 je graficky znazornén vyvoj koncentraci u modelo-
vych vzorkd o minimalni délce 6 cm. Pravé segmentace vzorki umoznila sle-

dovat vyvoj kortizolu v organismu pacienta po dobu 6 mésicil.
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Obrazek 11: Srovnani koncentraci kortizolu u vybranych depresivnich pacientl se

zdravymi kontrolami.

Na Obrazku 11 je patrné, ze koncentrace vétSiny modelovych vzorku se po-
hybuji mimo referenéni interval zdravych kontrol. Tento trend byl jiz pozo-
rovan na Obréazku 10, v ramci vyse uvedeného grafického zndzornéni vSak

ziskavame fadu novych informaci o vyvoji koncentraci kortizolu.

U vétsiny vzorki je pozorovan pokles a naslednd stabilizace hodnot smérem
k distalnimu konci vlasi. Vzorek ND48J5 se vydéluje oproti zbylym vzor-
kiim pocate¢nim nartistem a ndsledovanym prudkym poklesem koncentrace
kortizolu. Informace o podobném vyvoji v organismu pacienta pomoci box
plot zobrazeni z divodu obecné generalizace hodnot nebyla v Obrazku 10 pa-

trna.
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5.3 Longitudinalni analyza vlasového kortizolu u hrani¢ni
poruchy osobnosti

V ramci skupiny BPD byly shroméazdény a zanalyzovany vzorky vlasii od 30
pacientl (1 vzorek byl vytazen). I kdyz byly informace o pohlavi a véku pa-
cientll dostupné, informace o prib&hu dané poruchy zjiStény nebyly, a proto
se opét v ramci analyzy vyvoje kortizolu u dané poruchy pfistoupilo primarné
k analyze potencialu segmentace vzorkd vzhledem k ziskani dodate¢nych in-

formaci o vyvoji kortizolu v organismu pacienta.

Po nastiihani vzorkt bylo shromazdéno dvacet pacientti s 6cm segmenty, je-
den pacient s 4cm segmenty, jeden pacient s 3cm segmenty, jeden pacient
s 2cm segmenty ze skupiny podstupujici terapii a sedm pacientti s 6cm seg-
menty ze skupiny nepodstupujici terapii. Vzorky pro diplomovou praci byly
pievzaty z odbéru 1 (zacatek studie, viz Obrazek 9), a tudiz byl vychozi bod
pro obé skupiny jednotny. Vzhledem k tomu, Ze v ramci diplomové prace ne-
byl analyzovan vyvoj kortizolu vzhledem k aplikované terapii, byly skupiny

pacientl podstupujici a nepodstupujici terapii chapany jako jedna skupina.

Hodnoty koncentraci variovaly vzhledem Kk heterogenité BPD, obecné vSak
dosahovaly vyrazné nizSich hodnot (4.94 = 1.86 pg/mg) oproti skupiné de-
presivnich pacientd, ptiblizné€ vSak spadaly do intervalu zdravych kontrol, jak

je znazornéno na Obrazku 10.

Vzhledem k tomu, Ze grafické znazornéni pomoci box plot neumoznilo zob-
razit potencialni variovani hladin kortizolu v longitudinalnim métitku, bylo
op¢t pristoupeno k analyze segmenti u jednotlivych pacienti. Na Obrazku 12
je znazornén vyvoj koncentraci kortizolu u modelovych vzorkl o délce vyssi

nez 6 cm.
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Srovnani koncentraci kortizolu u BPD pacientl s referen¢nim intervalem zdravych
kontrol
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Obrazek 12: Srovnani koncentraci kortizolu u vybranych BPD pacientt se zdra-

vymi kontrolami.

Na Obrazku 12 1ze pozorovat vyvoj koncentraci kortizolu u pacientti s danou
poruchou. V ramci BPD je patrny vétsi piekryv hodnot s referen¢nim inter-
valem zdravych kontrol, jak jiZ bylo zminéno u Obrazku 10, s vyjimkou
vzorku 00-2, ktery se vydé€luje z intervalu zv1asté v horni hranici referenéniho

intervalu zdravych kontrol.

Diky segmentaci vzorkut je mozné pomoci grafického znazornéni pozorovat i
podrobné;jsi informace o hladinach kortizolu konkrétnich pacientii. U vétSiny
vzorkl je patrny pokles hodnot smérem k distalnimu konci vlast, pfipadné

stabilizace hodnot kortizolu.
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6 Diskuze

I kdyz je hormon kortizol a jeho vyznam v organismu znam jiz od roku 1946
(Timmermans et al., 2019), inkorporace kortizolu do vlasii a mozné vyuziti
této vlastnosti v analyze ma pomeérné kratkého trvani. Az roku 2010 piisla
prvni studie s ideou segmentové analyzy, ktera by umoznila sledovat vyvoj
kortizolu v organismu pacienta. Diky segmentaci vzorkid na zakladé piedpo-
kladaného rastu vlasu 0 jeden centimetr za jeden mésic tak bylo navrzeno
retrospektivni monitorovani zminéného hormonu (Thomson, 2010). I pfes
vysoky potencial v§ak segmentova analyza zlistava spiSe upozadéna a byva
nahrazovana méfenim kortizolu ve vzorcich nesegmentovanych, piipadné
segmentovanych po dvou az tfech centimetrech, ¢imz vSak dochazi ke ztraté

cenné informace mési¢niho vyvoje hladin tohoto hormonu.

| vzhledem ke kratké dobé¢, po kterou je studovéan potencial méfeni kortizolu
ve vlasech, nebyl doposud ustaven referen¢ni interval pro medicinské vyuziti.
Jedinou laboratofi, ktera testuje vlasovy kortizol a zatazuje jej do referenc-
niho intervalu zdravych kontrol, je Rocky Mountain Analytical (https://rma-
lab.com/?myProvince=other), ktera uvadi hodnoty kortizolu v rozmezi 5.9 az
22 pg/mg pro zdravou populaci. | z tohoto divodu vétsina studii pracuje se
skupinou zdravych kontrol, u niz ustanovuje vlastni rozmezi referenénich
hodnot vlasového kortizolu. Zminéné vyzkumy se shoduji na spodni hranici
1-5 pg/mg, avSak v oblasti horni hranice zji$téni znac¢né variuji. Pravé tato
nekonzistentnost vede k zavéram, ze koncentrace kortizolu pokryvaji nenor-
malni rozdé€leni, a proto je tieba pro jejich analyzu provést transformaci na
normalni rozdéleni. I pfesto mnohé ze studii nadale analyzuji koncentrace

kortizolu bez adekvatni transformace.
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Zminéna nekonzistentnost v hodnotach kortizolu u zdravych kontrol se mimo
jiné poji i s vyuzivanim rozdilnych metod analyz, mezi nimiz dominuji pri-
marn¢ ELISA a LC-MS. ELISA stanoveni se doposud potykala s problémem
zktizené reaktivity (cross-reaktivity), ktera uméle navySovala hodnoty méte-
ného kortizolu zejména diky pfitomnému kortizonu (Gao et al., 2013). U LC-
MS analyzy naopak pretrvaval problém s kalibraci pfi pouziti autentického
standardu a distalniho vzorku vlast jako nahradni matrice. Vzhledem k tomu,
ze distalni konce vlast pouzivané pro tvorbu kalibra¢nich vzorki mnohdy
obsahuji vysoké koncentrace kortizolu (1-5 pg/mg), spolehlivost této metody
je diskutabilni (Binz et al., 2016; Kostolanska et al., 2019). Studie z roku 2016
vSak pfinesla posun v oblasti LC-MS analyzy a zavedla pouziti nahradniho
analytu. Ten umoznil vytvofit kalibra¢ni fadu s vyuzitim znac¢eného kor-
tizolu, ktery v organismu bézné ptitomny neni, a byl proto pti LC-MS analyze
samostatné vyhodnocovan nehledé¢ na nativni kortizol (Binz et al., 2016). Na-
sledné zavedeni online SPE do zminéného postupu zpracovani a analyzy vla-
sového kortizolu vedlo k vytvofeni metody, ktera ma vysokou validitu a po-

tencialni Sirokoplo$né vyuziti (Kostolanska et al., 2019).

Vzhledem k vyse popsanym parametrum byla metoda online SPE LC-MS
spolu se segmentovou analyzou vysledku aplikovana do této prace, zaméfené
na oblast depresivni poruchy a BPD, u nichz ma do budoucna potencial vy-

sokého uplatnéni.

Na zakladé méfeni kortizolu u zminénych skupin byly praimérné hladiny v lo-
garitmické transformaci srovnany se skupinou kontrol (Obrazek 10), hodnoty
kortizolu u kontrolni skupiny byly pievzaty z dfive publikované studie vyu-
Zivajici shodny postup a zptisob analyzy (Kostolanska et al., 2019). U paci-
entll s BPD byl pozorovan piiblizny piekryv hodnot s kontrolni skupinou
(hodnoty mediant €inily 4.85 + 1.84 pg/mg pro kontrolni skupinu a 4.94 +
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1.86 pg/mg pro skupinu pacientii s BPD), coZ se shoduje se zavéry predchozi
studie z roku 2016 (Dettenborn et al., 2016). U skupiny depresivnich pacientd
vsak byly pozorovany vyrazn¢ vyssi hladiny (13.90 +2.48 pg/mg) oproti kon-
trolni skupiné. I kdyz tyto zaveéry odpovidaji diive publikovanym vysledkiim
(Dettenborn et al., 2012), tematika depresivnich poruch vzhledem k vlaso-
vému kortizolu je pomérné nejasné prozkoumanou oblasti a vysledky studii,

zamé&fujici se na tyto typy poruch, si mnohdy protifeci.

Vzhledem k obecné heterogenité zkoumanych poruch bylo proto v ramci di-
plomové prace pristoupeno k segmentové analyze vzorktl, kterd umoznila
zobrazit konkrétni vyvoj hladin kortizolu u jednotlivych pacientd. Rozdilné
vyvoje hladin kortizolu spolu se specifickym vyvojem poruchy u konkrétniho
pacienta, v ¢emz praveé v oblasti duSevnich poruch tkvi samotny potencial
segmentové analyzy, tak nebyly zanedbany ¢i ztraceny ve snaze generalizo-
vat vysledky. Do budoucna je napldnovéna analyza pomoci smiSenych mo-
delt, ktera umozni detailngji porovnat skupiny depresivnich pacientt a paci-
entd s BPD.

Postupny pokles hladin kortizolu smérem K distalnimu konci vlasu (zvlasté
kolem 4. az 5. centimetru) byl pozorovan jiz v pocate¢nich studiich (Gao et
al., 2010; Kirschbaum et al., 2009) a byl potvrzen i v této praci (Obrazek 11
a 12). Vysledky se tak shoduji i se zavéry, Ze studie, které vyuzivaji isopro-
panol pro pocatecni precisténi vzorki, tento pokles u métenych vzorkl pozo-
ruji (Gao et al., 2010; Kirschbaum et al., 2009), na rozdil od studii, které tento
krok nevyuZivaji (Manenschijn et al., 2011; Thomson, 2010).

Mimo typicky pokles hladin kortizolu byl u nékterych vzorka zachycen ne-
zvykly vykyv mimo vyse popsany trend, zvlasté pak u skupiny depresivnich
pacientll (Obrazek 11). Bez znalosti véku, pohlavi, ¢i anamnézy pacienta

nelze z podobného vyvoje hladin utvaret jakékoliv zavéry, lze vSak
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predpokladat, ze podobny pribéh souvisi s charakterem poruchy, ptipadné
intervenci, at’ uz terapeutickou, ¢i farmakologickou. V ramci budouciho vy-
zkumu by bylo zajimavé prozkoumat, zda dany pacient prochazel depresivni

poruchou Vv prvotni fazi, pti niz jiz v pfedchozich studiich zvysené hladiny

kortizolu pozorovany byly (Psarraki et al., 2021).

Cilem diplomové prace bylo v prvé fad¢ prozkoumat potencial vyuziti online
SPE LC-MS analyzy u depresivni poruchy a BPD, a pfipadné navrhnout
vhodnéjsi zptisob analyzy vysledki. Z uvedenych zavért je patrné, ze dosa-
vadni vyuZzivani generalizovanych a primérovanych hodnot u skupiny dusev-
nich poruch neni dostacujici, jelikoZ je v rdmci této analyzy zanedban cel-
kovy vyvoj kortizolu u jednotlivych pacienti. Obecna heterogenita vyvoje U
zminénych poruch ptitom byla v oblasti vlasového kortizolu jiz prozkoumana
(Psarraki et al., 2021), a proto se jevi jako vhodnéjsi sledovat misto prumér-
nych hladin kortizolu spise celkovy vyvoj tohoto hormonu v dlouhodobém
métitku u daného pacienta. | vzhledem k tomu, ze doposud nebyl pro vlasovy
kortizol ustanoven referen¢ni interval pro zdravou populaci, se jevi segmen-
tova analyza jako ideélni zpiisob vyhodnoceni vysledkl. Retrospektivni sle-
dovani umoziuje sledovat celkovy vyvoj kortizolu a pacient se tak sam sob¢&

stava kontrolou.

Mezi vyzvy pro zminéné retrospektivni sledovani kortizolu se fadi efekt vy-
myvani (wash-out) v distalnich koncich vlasi. Nékteré ze studii zminuji jako
mozny diivod promyvani vlasii isopropanolem, ktery z oslabenych distalnich
oblasti (poskozenych UV zafenim a ¢astym mytim vlast) kortizol snadné&ji
uvoliuje (Manenschijn et al., 2011). Zabranéni efektu vymyvani nebo ko-
rekce na né&j by vedly ke zvyseni potencialu analyzy segmentovanych vlast,
pomoci nichZ by bylo mozné monitorovat hladiny Kortizolu v ramci jednoho

odbéru po dobu delsi nez 6 mésict. Diky tomu by metoda vyuZivajici matrice
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vlasti mohla mit v medicinském métitku SirSi uplatnéni, naptiklad pfti sledo-
vani periodickych jevi (sezonni vlivy, maniodepresivni periodicita, cyklicky

Cushingiiv syndrom apod.).
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1 Zaveér

Cilem diplomové prace zaméfené na sledovani vlasového kortizolu u paci-
entt s psychiatrickymi poruchami bylo zhodnotit vyznam analyzy zminéného
hormonu s vyuzitim online SPE LC-MS analyzy u depresivni poruchy a BPD.
V teoretické Casti jsem nastinila charakteristiky studovaného hormonu,
mozné naruSeni jeho sekrece a dosavadni vyzkumy Vv oblasti vlasového kor-
tizolu s ohledem na zminéné poruchy. Na zavér jsem uvedla nejcastéji pou-

zivané metody pro analyzu vlasového kortizolu.

V praktické ¢asti jsem zpracovala a zanalyzovala pomoci SPE LC-MS ana-
lyzy vzorky vlasti od 21 pacientii s depresivni poruchou a 30 pacientti s BPD
po vyfazeni nevhodnych ¢i neméftitelnych vzorki. Vysledné hladiny kortizolu

jsem porovnala navzajem a se skupinou zdravych kontrol z pfedchozi studie.

Vysledné hodnoty koncentraci ¢inily 13.90 + 2.48 pg/mg u depresivnich pa-
cienti a 4.94 + 1.86 pg/mg u pacienti s BPD. Pomoci box plot zobrazeni byl
pozorovan prekryv intervall u skupiny zdravych kontrol (4.85 + 1.84 pg/mg)
(median + smérodatna odchylka) a skupiny BPD, naopak pacienti s depre-
sivni poruchou se z pohledu koncentrace kortizolu jednozna¢né lisili. Vzhle-
dem K tomu, ze zminéna statisticka analyza neumoznila vyjma prumérnych
hladin zobrazit i potencidlni vykyvy kortizolu u jednotlivych pacientl, jsem
nasledné provedla segmentovou analyzu vzorki, ktera umoznila retrospek-
tivné sledovat vyvoj hormonu az pil roku s ohledem na délku vlast. Vzhle-
dem ke specificité pouzité matrice byly hladiny kortizolu sledovany po jed-

notlivych mésicich.

Segmentova analyza byla zhodnocena jakoZto néstroj, ktery umoziuje sledo-

vat vyvoj kortizolu v organismu s ohledem na heterogenitu studovanych
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psychiatrickych poruch. U vSech vzorkt byl pozorovan postupny pokles hla-
din smérem k distalnimu konci vlast z divodu wash-out efektu. Mimo to byl
vsak u nékterych vzorktl, zvlasté u depresivnich pacienttl, zjistén specificky
trend variace hladin, ktery byl potvrzen Vv piipadé depresivni poruchy i litera-
turou. Do budoucna bude mozné tento ptistup vyuzit pro konkrétnéjsi sledo-
vani efektivity terapii S ohledem na vék, pohlavi a vyvoj psychiatrické poru-

chy pacientll V ramci zminénych vyzkumi.
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