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POVZETEK

Testosteron je steroidni hormon, ki se v krvnem obtoku
nahaja v prosti obliki in vezan na prenasalne proteine. Za
merjenje koncentracije testosterona obstaja sirok nabor me-
tod. Priizbiri metode za dolocanje testosterona je klju¢no
upostevati namen merjenja, saj ta vpliva na izbiro oblike
testosterona, ki jo bomo analizirali, in doloca zahtevane
lastnosti metode. V prispevku bomo predstavili izvedbo
in omejitve metod za merjenje celokupnega testosterona
in njegovih biolosko aktivnih oblik. Metode smo primer-
jali glede na zahtevnost in cas izvedbe analize ter cenov-
no dostopnost. V medicinskih laboratorijih se ve¢inoma
meri celokupni testosteron, za prosto ali biolosko razpolo-
zljivo obliko testosterona pa prevladujejo izrac¢uni. Trenu-
tno se za merjenje koncentracije celokupnega testosterona
najvec¢ uporabljajo imunokemijske metode, vendar lahko
v prihodnje pricakujemo, da bodo imele vec¢jo vlogo kro-
matografske metode, sklopljene z masno spektrometrijo.
Meritev koncentracije biolosko aktivnih oblik testostero-
naje pomembna zlasti pri mejno znizanih koncentracijah
celokupnega testosterona ali spremenjenih koncentraci-
jah prenasalnih proteinov. Metode za dolocanje biolosko
aktivnih oblik so ravnotezna dializa, ultrafiltracyja in se-
lektivna precipitacija, vendar so delovno zahtevne in za-
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mudne. Posledi¢no so razvili razlicne izracune za oceno
koncentracije prostega in biolosko razpolozljivega testos-
terona. Rezultati, pridobljeni z razlicnimi metodami, med
seboj niso primerljivi, zato je velika potreba po harmoni-
zaciji in standardizaciji metod.

Kljuéne besede: celokupni testosteron, biolosko razpolo-
zljivi testosteron, prosti testosteron, doloc¢anje testosterona

ABSTRACT

Testosterone 1s a steroid hormone found in the bloodstream
in both free form and bound to transport proteins. Vari-
ous methods exist for measuring testosterone concentra-
tion, and selecting the appropriate method depends on the
purpose of the measurement. This choice affects which
form of testosterone will be analyzed and determines the
method’s required characteristics. The paper presents the
description and limitations of methods for measuring to-
tal testosterone and its biologically active forms. Methods
were compared based on their complexity, analysis time
and cost-effectiveness. In medical laboratories, total tes-
tosterone is usually measured, while free or bioavailable

testosterone is often calculated. Immunochemical meth- »



ods are currently the most widely used for total testoster-
one measurement, but chromatographic methods cou-
pled with mass spectrometry are expected to play a larger
role in the future. Measuring biologically active forms of
testosterone is particularly important when total testos-
terone levels are borderline low or when concentrations
of transport proteins are altered. Methods for determin-
ing biologically active forms, such as equilibrium dialysis,
ultrafiltration, and selective precipitation, are labor-in-
tensive and time-consuming. Consequently, various cal-
culations have been developed to estimate free and bio-
available testosterone. Due to the lack of comparability
between methods, there is a strong need for harmoniza-
tion and standardization.

Key words: total testosterone, bioavailable testosterone,
free testosterone, determination of testosterone

UvoD

Testosteron je analit, pri katerem je pomembna izbira ob-
like, ki jo bomo dolocali, in ne le izbira primerne metode

za dolocitev. V prispevku bomo predstavili razlicne obli-
ke testosterona in metode, s pomocjo katerih lahko izmeri-
mo ali izracunamo koncentracijo doloc¢ene oblike. Metode

bomo med seboj primerjali glede na zahtevnost in c¢as iz-
vedbe preiskave, cenovno dostopnost ter njeno obcutljivost
in specificnost. Pri dolocanju koncentracije testosterona je

namrec kljuc¢na izbira metode, ki je med drugim odvisna
od oblike testosterona, ki jo bomo dolocali. Testosteron je

steroidni hormon, ki se izloca pretezno iz Leydigovih ce-
lic v testisth. Njegovo izlocanje je kontrolirano z negativno

povratno zanko preko osi hipotalamus-hipofiza-testisi. Na
tarcne celice testosteron ucinkuje z vezavo na androgenski
receptor (1). Testosteron spodbuja spermatogenezo, poleg
tega ima tudi anabolni ucinek, in sicer povecuje nastanek
misicne mase, spodbuja tvorbo kostnine ter povecuje mi-
neralno gostoto kosti. Prav tako spodbuja eritropoezo v ko-
stnem mozgu in mocno vpliva na razpolozenje. V ¢asu pu-
bertete testosteron pri deckih povzroci pojav sekundarnih
spolnih znakov in porascenosti (2,3). Testosteron je predho-
dnik estradiola, v katerega se pretvarja s pomocjo aroma-
taze (4), zato je pomemben tudi pri zenskah, kjer ima vlogo

metabolnega, vaskularnega in reproduktivnega hormona.

V krvnem obtoku se testosteron veze pretezno na albumin
in spolne hormone vezoci globulin (SHBG, angl. sex hor-
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mone binding globulin), v manjsi meri je vezan tudi na ne-
katere druge vezavne proteine, le 0,5-2 % testosterona pa
se nahaja v prosti obliki (5,6). Prosto obliko testosterona
imenujemo tudi prosti testosteron (angl. free testosterone).
Hipoteza o prostih hormonih pravi, da je biolosko aktivna
zgolj prosta oblika hormonov (7). Posledi¢no je prosti testos-
teron biolosko aktiven, kar pomenti, da je sposoben vezave
na celicne receptorje, s ¢imer sprozi ucinek v celicah (1,5).
Na vezavni protein SHBG je testosteron vezan z veliko afi-
niteto, zato vezan testosteron ni na voljo za prevzem v ce-
lice v vecini tkiv. Testosteron, vezan na SHBG, je biolosko
neaktiven, torej nima androgenega ucinka (1). Na albumin
je testosteron vezan z manjso afiniteto, zato se od njega laz-
je odcepi in veze na tarcne celice, torej je biolosko aktiven.
7 1zrazom celokupni testosteron opisujemo prosto in veza-
no obliko testosterona v telesu. Izraz biolosko razpolozlji-
vi testosteron (angl. bioavailable testosteron) pa se nanasa
tako na prosto obliko testosterona kot tudi na testosteron,
ki je vezan na albumin. Biolosko razpolozljivi testosteron
torej predstavlja ves biolosko aktiven testosteron v telesu (1).

Koncentracijo testosterona merimo predvsem za oceno
androgenega statusa tako pri moskih kot tudi pri zenskah.
Koncentracijo testosterona se najpogosteje izmeri pri dia-
gnostiki hipogonadizma pri moskih (8-10) ter za spremlja-
nje nadomestne hormonske terapije s testosteronom (11) in
pri diagnostiki hiperandrogenizma pri zenskah; slednji se
vecinoma pojavi v sklopu sindroma policisti¢nih jajénikov
(12,13). Meritev koncentracije testosterona se uporablja tudi
pri diagnostiki zakasnele ali prezgodnje pubertete pri fan-
tih (14), diagnostiki kongenitalne adrenalne hiperplazije
(11) in $e nekaterih drugth stanjih. V zadnjem casu se razi-
skujejo tudi povezave med testosteronom in razli¢nimi me-
tabolnimi motnjami, kot so debelost, metabolni sindrom,
diabetes (15-17) in kardiovaskularne bolezni (18). Testos-
teron ima pri $portnikih kljucno vlogo pri oblikovanju fi-
zioloskega odziva na trenazni drazljaj; s svojim anabolnim
ucinkom spodbuja rast misic, razvoj moci in dvig splosne
telesne zmogljivosti. Z nivojem testosterona pri $portni-
kih torej spremljamo prilagoditev na trenazno obremeni-
tev ter okrevanje po njej (19,20).

Pri dolocenih klini¢nih indikacijah je treba poleg koncen-
tracije celokupnega testosterona izmeriti $e koncentracijo
biolosko aktivnih oblik testosterona, saj nam pomagajo pri
postavitvi pravilne diagnoze. Merjenje le-teh se priporoca
predvsem pri mejno znizanih koncentracijah celokupne-
ga testosterona, pri moskih za diagnostiko hipogonadiz-

ma ter pri razlicnih stanjih, ki vplivajo na koncentracijo »
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SHBG-ja (21). Do spremenjene koncentracije SHBG-ja pri-
de zaradi povisane koncentracije kompetitivnih steroidov
predvsem estrogena, debelosti, diabetesa, hipo- ali hiper-
tiroidizma, ciroze, hepatitisa in uporabe glukokortikoidov,
androgentih steroidov ali estrogenov (8). Pri odstopanjih v
koncentraciji SHBG-ja ni dovolj, ¢e izvedemo zgolj meri-
tev celokupnega testosterona, saj je lahko ta znotraj refe-
ren¢nega obmocja, kar ni skladno s klini¢no sliko preisko-
vanca. Pri dolocanju biolosko aktivnih oblik testosterona
pa so vidna odstopanja, ki sovpadajo tudi s klini¢no sliko.
Posledic¢no se ob sumu na stanja s spremenjeno koncentra-
cijo SHBG+ja priporoc¢a merjenje biolosko aktivnih oblik
testosterona (5,21).

PREDANALITSKE
ZAHTEVE ZA MERITEV
KONCENTRACIJE
TESTOSTERONA

Za analizo testosterona se vec¢inoma uporabljata vzorca
krvne plazme in seruma. Za testosteron je znacilno ni-
hanje znotraj dneva, pri ¢emer so vrednosti najvisje zjut-
raj, zato se priporoca odvzem krvi v jutranjih urah (22).
Razlicne smernice so med seboj usklajene ter priporocajo
odvzem krvi za meritev testosterona med 7. in 11. uro na
tesce (21,22). Odvzem krvi na tesce je priporocljiv, saj vnos
hrane zniza koncentracijo testosterona (23,24). Za zanesljiv
rezultat je priporocljivo odvzem krvi in meritev ponoviti v
drugem dnevu, saj testosteron izraza dokaj velike razlike
pri posamezniku med razlicnimi dnevi (21,25). Prav tako
lahko nekatera zdravstvena stanja ali zdravilne ucinko-
vine vplivajo na koncentracijo testosterona v krvi (21,26).
Med spoloma so velike razlike v koncentraciji testosterona,
saj imajo zenske priblizno 10-krat nizjo koncentracijo ce-
lokupnega testosterona kot moski. Posledi¢no je potrebno
siroko obmocje merjenja, kar je problemati¢no predvsem
pri imunokemijskih metodah (27). Hkrati so pri zenskah
prisotni tudi drugi podobni steroidi, ki so problemati¢ni
z vidika navzkrizne reaktivnosti (28). Za analizo testoste-
rona se lahko uporabi tudi vzorec sline, katerega glavna
prednost je neinvaziven odvzem. Prednost sline kot vzor-
ca je tudi dejstvo, da dobimo zgolj prosto frakeijo testos-
terona. Posledi¢no lahko doloc¢imo ves testosteron v vzor-
cuin locbha proste frakcije od ostalega vzorca ni potrebna.
Koncentracija testosterona v slini je nizja kot v krvi, zato
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za analizo potrebujemo metode z nizjo mejo detekeije. Sla-
bost sline kot vzorca je problemati¢en matriks, ki zahteva

dodatno obdelavo pred analizo (npr. zamrzovanje in cen-
trifugiranje). Ce pri vzoréenju sline pride do kontaminaci-
je s periferno krvjo zaradi ranic v ustih, lahko to povzroci

lazno povisane rezultate zaradi mnogo visje koncentraci-
je testosterona v krvi. Slina kot vzorec za dolocitev testos-
terona se vecinoma uporablja v raziskovalne namene, saj

je za diagnostiko pogosto poleg testosterona smiselno 1z-
meriti Se nekatere druge analite, za kar potrebujemo vzo-
rec krvi (29). Pomangkljivost sline kot vzorca za meritev te-
stosterona je tudi pomanjkanje standardizacije metode, saj

certificiran referencni material za prosti testosteron trenu-
tno $e ni na voljo. Poleg tega prosti testosteron v serumu

tudi ni primerljiv s testosteronom, merjenim v slini (29).

METODE DOLOCANJA
KONCENTRACIJE
CELOKUPNEGA
TESTOSTERONA

Pri merjenju koncentracije celokupnega testosterona iz-
merimo koncentracijo vsega testosterona, prisotnega v
vzorcu, torej proste in vezane oblike. Celokupni testoste-
ron lahko merimo z imunokemijskimi metodami ali s po-
mocjo kromatografskih metod, sklopljenth z masno spe-
ktrometrijo (30).

Imunokemijske metode

Poznamo razli¢ne imunokemijske metode, ki temeljijo na
protitelesih, ki se vezejo na dolocen analit, metode pa se
razlikujejo predvsem glede na nacin detekcije (30). V pre-
teklosti je za dolocitev celokupnega testosterona obstajala
zgolj radioimunska metoda, danes pa obstajajo metode, ki
temeljijo na detekciji s pomocjo encimov, imunofluorescen-
ce ali kemiluminiscence. Testosteron oz. steroidi na splos-
no so majhne molekule, zato je bil razvoj zanesljivih metod
dolocanja tezaven (31). Problematicna je bila tudi navzkriz-
na reaktivnost s podobnimi steroidnimi molekulami (32).
V preteklosti je bilo treba pred analizo izvesti Se ekstrak-
cijo in kromatografijo, vendar so kasneje zaradi poveca-
nega Stevila vzorcev za to preiskavo metodo poenostavili.
Uvedli so direktne imunokemijske metode, za katere sta
bili znacilni slabsa natanc¢nost in specificnost (31). Boljse
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karakteristike metode so zeleli doseci z uporabo kompe-
titivnih testov. Prednosti uporabe imunokemijskih metod
za doloc¢anje celokupnega testosterona so predvsem siroka
dostopnost, nizki stroski in visoka zmogljivost zaradi avto-
matiziranosti metod (30). Medtem ko pri moskih imunoke-
mijske metode zadovoljivo resujejo problematiko merjenja
celokupnega testosterona, so bile izrazene skrbi glede nje-
gove natancnosti pri zenskah in hipogonadalnih moskih,
predvsem zaradi manj$e natancnosti rezultatov pri nizkih
koncentracijah testosterona (33). Leta 2018 so v ¢lanku (34)
primerjali razlicne imunokemijske metode ter ugotovili, da
lahko nekatere od teh metod izmerijo tudi nizje koncen-
tracije testosterona dovolj natancno, vendar pricakovano
z manj$o natancnostjo kot metode masne spektrometrije.
Razlicne metode med seboj ne dajejo primerljivih rezulta-
tov, zato za zdaj $e ne obstaja enotno referencno obmocje.
Priporocata se potrditev referencnega obmocja, ki ga na-
vaja proizvajalec, ali pa postavitev lastnega referencnega
obmocja (35). Poleg tega obstaja program, ki si prizadeva
standardizirati metode za dolocanje koncentracije celoku-
pnega testosterona, s ¢cimer zeli doseci vecjo primerljivost
med razli¢cnimi imunokemijskimi metodami ter zagotovi-
ti ¢im bolj natanc¢ne rezultate (36,37).

Kromatografska metoda, sklopljena z
masno spekirometrijo

V medicinskih laboratorijih za merjenje koncentracije celo-
kupnega testosterona prevladujejo imunokemijske metode.
Zaradi slabse natancnosti in ponovljivosti imunokemijskih
metod, predvsem pri nizkih koncentracyjah celokupnega
testosterona, so se pojavile metode masne spektrometrije
(38). Masna spektrometrija se uporablja za kvantifikacijo
analita, locbo analita od matriksa pa dosezemo s predhod-
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no opravljeno kromatografijo. Pri kromatografiji locimo
1skan analit od matriksa vzorca s pomocjo interakcij med
analitom 1in stacionarno fazo. Pri kromatografiji cez sistem
tece tekoca faza, ki je lahko plin ali tekocina oz. zmes te-
kocin, odvisno od tipa kromatografije. Od moci interakeij
med analitom, trdo in tekoco fazo je odvisen cas potova-
nja analita do masnega spektrometra, imenovan retencijski
Cas, ki je pri stabilnih pogojih kromatografije specificen za
dolocen analit. Posledi¢no lahko na podlagi retencijskega
¢asa lo¢imo razli¢ne snovi med seboj. Masni spektrometer
pri teh metodah sluzi kot detektor, ki na podlagi molekul-
ske mase in strukture snovi prepozna ter kvantificira ana-
lit. Cee imamo zaporedno vezana dva masna spektrometra,
govorimo o tandemski masni spektrometriji, katere glavna
prednost je vecja specificnost (28,39). V masnem spektro-
metru najprej potece lonizacija, kar je prikazano na Sli-
ka 1: Shematski prikaz kromatografske metode, skloplje-
ne z masno spektrometrijo. S pomocjo kromatografije se
lo¢i iskan analit od matriksa. Analit nato potuje v masni
spektrometer, kjer najprej potece ionizacija vzorca, s ka-
tero pridobimo nabite molekulske ione. Molekulski ioni se
nato na podlagi razmerja med maso in nabojem (m/z) lo-
¢ijo s pomocjo elektricnega ali magnetnega polja. Detek-
tor zazna razlicne molekulske 1one, kar racunalnik pri-
kaze v obliki masnega spektra. Slika je bila pripravljena
s spletnim orodjem BioRender.com.liki 1. S pomocjo io-
nizacije nastanejo molekulski ioni, ki zaradi elektricnega
ali magnetnega polja potujejo v vakuumu z doloceno hit-
rostjo in smerjo do detektorja. Hitrost in smer sta pogo-
jeni z razmerjem med maso in nabojem (m/z), na podla-
g1 ¢esar masni detektor locuje molekulske ione med seboyj.
Rezultat masne spektrometrije je masni spekter, ki je zna-
¢ilen za doloc¢eno snov, zato sluzi za identifikacijo analita,
hkrati pa lahko analit tudi kvantificiramo (39,40).

Masni spektrometer

Kromatografija

ionizacije

Vir Razporeditev molekulskih
ionov glede na m/z

signal

_—

Detektor Masni spekter m/z

Slika 1: Shematski prikaz kromatografske metode, sklopliene z masno spektrometrijo. S pomoéjo kromatografije se lo¢i iskan analit od
matriksa. Analit nato potuje v masni spekirometer, kier najprej poteée ionizacija vzorca, s katero pridobimo nabite molekulske ione. Molekulski ioni
se nato na podlagi razmerja med maso in nabojem (m/z) logijo s pomocijo elektriénega ali magnetnega polja. Detektor zazna razligne molekulske
ione, kar raunalnik prikaze v obliki masnega spekira. Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.

Figure 1: Schematic representation of a chromatographic method coupled with mass spectrometry. Using chromatography, the target
analyte is separated from the matrix. The analyte then enters the mass spectrometer, where ionization of the sample occurs, producing charged
molecular ions. These molecular ions are separated based on their mass-to-charge ratio (m/z) using an electric or magnetic field. The detector
detects different molecular ions, which are displayed by the computer in the form of a mass spectrum. Created with BioRender.com.
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Prve tovrstne metode so za dolocitev celokupnega testos-
terona uporabljale plinsko kromatografijo, sklopljeno z
masno spektrometrijo (GG-MS), vendar je bila predpripra-
va vzorca zahtevna. Predpriprava vzorca je zagotovila vec-
jo termo stabilnost testosterona, vendar izkoristek postopka
ni bil vedno enak. Posledi¢no so razvili razlicico GC-MS,
ki temelji na izotopsko oznacenih internih standardih,
pri katerih se med pripravo vzorca pojavi enak izkoristek
kot pri analitu. Kalibracijska krivulja temelji na razmerju
med odzivi analita in internega standarda, kar pripomore
k bolj natan¢ni kvantifikaciji. Kasneje so za kromatograf-
sko locbo uporabili tekoc¢insko kromatografijo, ki je bila
sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/
MS), pri kateri je prav tako potrebna predpriprava vzor-
ca. Za LC-MS/MS sta znacilni nizka meja detekeije po-
sameznega analita in dobra specificnost (28,39). Metoda
omogoca tudi analizo ve¢ razlicnih analitov hkrati, ven-
dar ni mogoce vzporedno analizirati vec vzorcev, kot je to
mogoce priimunokemijskih metodah, zato se ¢as izvedbe
preiskave podaljsa in je posledi¢no metoda manj primer-
na za uporabo v rutinskih laboratorijih (25). Ena izmed
prednosti hkratne analize ve¢ analitov v enem vzorcu je
nizka cena na preiskavo, vendar je zacetna investicija vi-
soka, zaradi cesar se metoda ne uporablja v rutinskih la-
boratorijih; kljub temu je njena uporaba v porastu. Izziv
masne spektrometrije je predvsem potreba po visoko izo-
brazenem in izkusenem osebju zaradi kompleksnosti ana-
lizatorja in zahtevnega procesa analize (28,39).

METODE DOLOCANJA
BIOLOSKO AKTIVNIH OBLIK
TESTOSTERONA

Ob mejno znizani koncentraciji celokupnega testosterona
ali stanjih s spremenjeno koncentracijo SHBG-ja je poleg
celokupnega testosterona potrebno dolo¢iti tudi koncen-
tracijo biolosko aktivne oblike, kamor spadata prosti in bi-
olosko razpolozljivi testosteron. Vendar je merjenje le-teh
delovno zahtevno in zamudno, predvsem zaradi nizkih
koncentracij in vezave na vezavne proteine, zato so razvi-
Ii razli¢ne izracune, s pomocjo katerth ocenimo koncen-
tracijo biolosko aktivnih oblik testosterona, ki pri doloce-
nih kli¢nih stanjih zadovoljivo resujejo to problematiko (21).
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Ravnotezna dializa in ultrafiltracija

Ravnotezna dializa je metoda, pri kateri z uporabo polpre-
pustne membrane lo¢imo prosto in vezano frakcijo analita
v vzorcu. Prosto frakcijo analita lahko nato kvantificiramo
z imunokemijskimi metodami (npr. radioimunska metoda)
ali z masno spektrometrijo (npr. LC-MS/MS) (6,11). Trenu-
tno za referen¢no metodo doloc¢anja prostega testosterona
velja ravnotezna dializa v kombinaciji z LC-MS/MS, ven-
dar se za zdaj zaradi visoke cene ne uporablja v rutinskih
laboratorijih, se pa pocasi vpeljuje v specializirane labora-
toryje (41). Ravnotezna dializa je zamudna in delovno zah-
tevna. Ze manje spremembe v delovnem postopku, kot so
na primer redcenje vzorca, razlike v temperaturi, pH pufra
ali tipu uporabljene membrane, lahko vplivajo na rezultat
(6,11). Zelo pomembna je cistost radioaktivnega oznaceval-
ca, kadar je ravnotezna dializa sklopljena z radioimunsko
metodo, saj lahko necistoce v njem povzrocijo veliko odsto-
panje v rezultatu, ker se ne vezejo na SHBG. Prednosti rav-
notezne dialize sklopljene z LCG-MS/MS so predvsem njena
dobra obcutljivost, specificnost in pravilnost rezultatov na
celotnem merilnem obmodju, slabost pa je predvsem v te-
zavni izvedbi ravnotezne dialize (42). Posledi¢no je metoda
primerna tako za zenske, ki imajo nizje koncentracije celo-
kupnega testosterona, kot tudi za merjenje prostega testos-
terona ter za odkrivanje hipogonadizma pri moskih. Zara-
di zahtevnosti ravnotezne dialize je ujemanje med rezultati
razli¢nih laboratorijev slabo (33).

Z namenom razvoja delovno manj zamudne metode od
ravnotezne dialize so razvili ultrafiltracijo, ki je prav tako
sklopljena z imunokemijsko metodo ali masno spektrome-
trijo. Delovno je manj zahtevna, saj prosta oblika analita
1z vzorca prehaja skozi polprepustno membrano s pomoc-
jo centrifugalne sile. Kljub nekoliko hitrejsi izvedbi je me-
toda zahtevna in zamudna (11).

Selektivna precipitacija

Biolosko razpolozljivi testosteron predstavlja prosti in na al-
bumin vezani testosteron, torej ves biolosko aktiven testos-
teron v telesu. Posledi¢no bolje odraza androgent status kot
meritev celokupnega testosterona (43). Biolosko razpolozlji-
vl testosteron izmerimo s pomocjo selektivne precipitacije
SHBG-ja v vzorcu z amonijevim sulfatom (44). Najprej vzor-
cu dodamo znano kolic¢ino testosterona, oznacenega z ra-
dioaktivnim izotopom. Po dodatku oznacenega testostero-
na se ta v doloceni meri veze na vezavne proteine iz vzorca,
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torej na SHBG in albumin. Nato pa s pomocjo 50 % amo-
nijevega sulfata oborimo ves testosteron, vezan na SHBG —
tako testosteron iz vzorca kot tudi dodan testosteron ozna-
¢en z radioaktivnim izotopom. Vzorec centrifugiramo ter
odlijemo supernatant, v katerem se nahajata prosti testoste-
ron in testosteron, vezan na albumin. V supernatantu dolo-
¢imo radioaktivnost, ki je sorazmerna koli¢ini oznacenega
testosterona, ki se nivezal na SHBG. Za izracun koncentra-
cyje biolosko razpolozljivega testosterona v vzorcu pomnozi-
mo delez radioaktivno oznacenega testosterona, doloc¢enega
v supernatantu, s koncentracijo celokupnega testosterona v
vzorcu (3,44). Lahko pa izvedemo precipitacijo z amonije-
vim sulfatom in nato v supernatantu z direktno imunokemij-
sko metodo doloc¢imo koncentracijo biolosko razpolozljivega
testosterona. Meritev biolosko razpolozljivega testosterona
v supernatantu s pomoc¢jo LC-MS/MS metode ni mogoca
zaradi visoke koncentracije soli amonijevega sulfata. Rezul-
tati so primerljivi meritvam z ravnotezno dializo, vendar je
tudi ta metoda delovno zahtevna (11,42).

Direkitna imunokemijska metoda

Zahtevnost in zamudnost ravnotezne dialize sta privedli do
razvoja razlicnih testov, ki temeljijo na direktni imunokemij-
ski metodi. Vendar imunokemijske metode niso primerne za
kvantifikacijo prostih oblik steroidov direktno v vzorcu zaradi

:i' ° .

o ° %
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zelo nizkih koncentracij le-teh ter pomangkljive specificnosti,
ki ne omogoca merjenja zgolj proste frakcije (5). Posledi¢no
direktna imunokemijska metoda temelji na kompetitivnem
principu. Pri direktni imunokemijski metodi se uporablja
oznacen analog testosterona, ki ima sposobnost reagirati z
cksogenimi protitelesi proti testosteronu, nima pa sposobnos-
i vezave na prenasalne proteine za testosteron (38). Ozna-
¢en analog testosterona torej ne vpliva na ravnotezje pro-
stega in vezanega testosterona. Vendar tekmuje za vezavna
mesta na protitelesih, vezanih na dno mikrotitrske ploscice,
s testosteronom prisotnem v vzorcu. V primeru encimsko-i-
munske metode, prikazane na Sliki 2, dodamo substrat, ka-
terega encim, vezan na analog testosterona, pretvori v barv-
ni produkt. Vecja kot je koncentracija prostega testosterona v
vzorcu, manj oznacenega analoga testosterona se lahko veze
na vezavna protitelesa in manjsi je koncni odziv. Ravno na-
sprotno, ob nizki koncentraciji prostega testosterona v seru-
mu dobimo visok odziv. Tezko pa je narediti analog testoste-
rona, ki se ne veze na prenasalne proteine in posledi¢no ne
vpliva na vzpostavljeno ravnotezje prostega in vezanega te-
stosterona v vzorcu. Prednosti metode so predvsem v hitrih
rezultatih, enostavnem postopku in potrebi po majhnem vo-
lumnu vzorca, vendar je metoda nezanesljiva, neobcutljiva
in ni primerljiva med laboratoriji, zato v smernicah razli¢nih
zdruzenj odsvetujejo njeno uporabo (21,26,33,38).

A%

W

V mikrotitrsko ploscico
dodamo oznacen
analog testosterona in
vzorec s testosterom.

Potece tekmovanije za
vezavna mesta na
protitelesih.

Analog testosterona je
oznacen z encimom, ki
pretvori dodan substrat
v obarvan produkt.

Slika 2: Direktna imunokemijska metoda. Na dno mikrofitrske plo3cice so vezana protitelesa profi testosteronu, na katera se lahko vezeta oznacen
analog testosterona ali testosteron iz vzorca. Stevilo vezavnih mest na protitelesih je omejeno, zato pride do tekmovanja med oznacenim analogom
testosterona in testosteronom iz vzorca. Nevezane snovi se odstranijo s spiranjem. Analog testosterona ima vezan encim, ki ob dodatku substrata
omogo¢i nastanek obarvanega produkta, kar tudi zaznamo. Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.

Figure 2: Direct immunoassay. Antibodies against testosterone are bound to the bottom of the microtiter plate, to which a labelled testosterone
analog or testosterone from the sample can bind. The number of binding sites on the antibodies is limited, leading to competition between the labelled
testosterone analog and the testosterone from the sample. Unbound substances are removed by washing. The testosterone analog is linked to an
enzyme, which, upon the addition of a substrate, enables the formation of a coloured product that can be detected. Created with BioRender.com.
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Izraduni biolosko razpolozljivih oblik
testosterona

Zahtevnost merjenja prostega in biolosko razpolozljivega
testosterona je privedla do enostavnejsih in cenejsih resitev.
Tako se je razvila vrsta razli¢nih izracunov, s pomocjo ka-
terth lahko ocenimo koncentracijo prostega testosterona.
Izracuni temeljjo na koncentraciji celokupnega testostero-
na in SHBG-ja, nekateri pa upostevajo tudi koncentracijo
albumina. Poznamo izracune, ki temeljjjo na linearnih ali
alostericnih modelih, in tiste, ki temeljijo na empiri¢nih pri-
stopih (6). Izracuni temeljjo na predpostavki, da se testos-
teron v telesu normalno veze na proteine. Prav tako bodo
vsl izracuni napacno ocenili koncentracijo prostega testos-
terona v primeru povisane koncentracije kompetitivnih ste-
roidov, vec¢jih odstopanj v koncentraciji vezavnih proteinov
ter pri redkih genetskih polimorfizmih, kjer pride do spre-
menjene afinitete vezave SHBG-ja za testosteron (5,6,45).

Linearni model za izracun prostega testosterona temelji na
zakonu o mast, ki predpostavlja, da lahko sestejemo prosto
in vezano frakcijo analita ter tako dobimo celokupno ko-
licino analita. S pomocjo te predpostavke lahko z upora-
bo primerne enacbe, konstant afinitete vezave testosterona
na prenasalne proteine ter znane koncentracije prenasal-
nih proteinov izracunamo prosto ali biolosko razpolozlji-
vo obliko testosterona (5). Poznamo vec razli¢nih enach za
izracun, razlikujejo pa se predvsem v uporabljenih afinite-
tnih konstantah, ki so sicer pridobljene s pomocjo ekspe-
rimentov, vendar za zdaj Se niso poenotene (45). Ugotovi-
li pa so, da vezava testosterona na prenasalne proteine ni
linearna, kar razvrednoti izrac¢un po linearnem modelu
(6). Dejstvo je, da se le-ti, predvsem izracun po Vermeule-
nu (5), najbolj ujemajo z ravnotezno dializo, kljub napac-
ni predpostavki o afiniteti vezave testosterona na SHBG.

Vermeulenova enacba temelji na predpostavki, da je kon-
centracija celokupnega testosterona enaka vsoti prostega te-
stosterona (oznacen [S]), testosterona vezanega na albumin
in na SHBG. Afinitetna konstanta za vezavo na albumin
(K,) znasa 3,6x10" Ljmol, za SHBG (Kgupe) pa znasa 10
L/mol. V enachi so izrazene mnozine SHBG-ja, albumina
(ALB) in testosterona, ki jih preracunamo iz koncentraci-
je in znane molekulske mase analita. Koncentracijo albu-
mina se vnese v g/L, za testosteron in SHBG pa se uporabi
enota nmol/L.. Vermuelenova enacba je enacba 2. reda, ki
je prikazana spodaj (enacha 1).

Za enacho 2. reda je znadilna oblika ax”+ bx + ¢ = 0. Re-
Sitev enacbe 2. reda je zapisana v spodnji enacbi 2, koefici-
ente pa dobimo iz osnovne oblike enacbe. Resitev enacbe
predstavlja mnozino prostega testosterona, ki jo s pomoc-
jo molekulske mase pretvorimo v koncentracijo (nmol/L).
Enacba ima dve resitvi, vendar je samo ena izmed njiju
mogoca, saj ne moremo imeti negativne koncentracije pro-
stega testosterona.

_ bt Vb2 — 4ac
*= 2a )

Iz prostega testosterona lahko izracunamo tudi biolosko
razpolozljivi testosteron tako, da sestejemo prosti testos-
teron in testosteron, vezan na albumin (5).

Slabost izracuna po Vermeulenovi enachi so za 20-30 %
previsoki rezultati glede na meritve prostega testostero-
na z referen¢no metodo, vendar je odstopanje konstantno
in je posledi¢no problemati¢no zgolj pri primerjavi raz-
licnih metod (45,46). Vermeulenova enacba ni enako za-
nesljiva na celotnem obmocju koncentracije albumina in
SHBG-ja, saj na mejnih podro¢jih referencnega obmocja
predpostavke, na katerih temelji, ne drzijo vec v celoti (6).
Vermeulenovo enacbo priporocajo smernice Evropske aka-
demije za andrologijo iz leta 2020, saj je izracunan prosti
testosteron dovolj dober priblizek rezultatom, dobljenim
z referencno metodo. Izpostavljeno je tudi, da je najbolj
primeren nacin za merjenje prostega testosterona ravno
ravnotezna dializa, sklopljena z LC/MS-MS, vendar se
zavedajo njene nedostopnosti v rutinskih laboratorijih (21).

Koncentracijo prostega testosterona je mogoce dolociti
tudi s pomocjo enach, ki temeljijo na empiricnem mode-
lu. Empiri¢ni model dobimo s pomocjo regresije s povra-
tnim zankanjem, za kar je treba analizirati veliko Stevi-
lo vzorcev. Modeli dobro opisujejo populacijo, na kateri
so bili postavljeni, vendar jih je tezko prenesti v drug la-
boratorij, saj so specificni za doloceno populacijo in me-
todo merjenja (6,11).

[S12 x (14 K, X [ALB]) X Ksypg + [S] X ([SHBG] X Ksype — [T] X Ksppe + (1 + K4 X [ALB])) = [T1 =0 (I
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Linearni modeli predvidevajo, da vsak dimer SHBG-ja
veze dve molekuli testosterona s podobno afiniteto brez
alosterije. Novejse studije sklepajo, da se SHBG v krvi
nahaja kot homodimer, na posamezno mesto na dimeru
SHBG-ja pa se testosteron veze s kompleksno alosteri¢no
interakeijo. Posledi¢no se afiniteta med obema vezavnima
mestoma znacilno razlikuje (47). Alostericni model je bolj
skladen z ravnotezno dializo in posledicno bolj pravilen
za 1zracun prostega testosterona, vendar za zdaj njegova
uporaba $e ni tako razsirjena (6,47).

Za izracun priblizne koncentracije prostega testosterona
so razvili indeks prostih androgenov (FAI, angl. free an-
drogen index), imenovan tudi indeks prostega testostero-
na (FT1, angl. free testosterone index), ki se ga izracuna s
pomocjo spodnje enacbe 3, iz koncentracije SHBG-ja in
celokupnega testosterona (48).

celokupni testosteron [nmol /L]
SHBG [nmol/L] 3

FAI =100 x

FAI je primeren za oceno koncentracije prostega testos-
terona pri zenskah, zato ni treba izmeriti koncentracije
prostega testosterona z delovno bolj zahtevnimi metoda-
mi. Predvsem se FAI pri Zenskah uporablja pri diagnosti-
ki stanj, kjer pride do povisane koncentracije androgenov
(49,50). Njegova uporaba je pri moskih odsvetovana, saj
FAI pri moskih preceni koncentracijo prostega testostero-
na zaradi nizke koncentracije SHBG-ja (48).

ZAKLJUCEK

Merimo lahko celokupni, prosti ali biolosko razpolozljivi
testosteron. Biolosko aktivne oblike testosterona pa je mo-
goce tudiizracunati. Za osnoven vpogled v androgeni sta-
tus posameznika je naceloma dovolj meritev celokupnega
testosterona. Za nadaljnjo diagnostiko pa je treba dolociti
koncentracijo biolosko aktivnih oblik testosterona; izbira
posamezne metode je odvisna od namena merjenja. V me-
dicinskih laboratorijih trenutno za merjenje koncentracije
celokupnega testosterona prevladujejo imunokemijske me-
tode zaradi moznosti vzporedne analize vzorcev in nizke
cene. V prihodnje jih bodo, ¢e bodo postale cenovno ugo-
dnejse in delovno manj zahtevne, v dolo¢eni meri nado-
mestile metode masne spektrometrije, vendar bodo verje-
tno uporabljane predvsem v specializiranih laboratorijih.
Merjenje koncentracije biolosko aktivnih oblik testostero-
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na je vec¢inoma analitsko zahtevnejse, z izjemo direktne
imunske metode, ki pa ni dovolj obc¢utljiva in primerlji-
va med laboratoriji. Koncentracijo biolosko aktivnih ob-
lik lahko tudi ocenimo s pomocjo razli¢nih izra¢unov, ki
trenutno zadovoljivo resujejo problematiko za vecino kli-
ni¢nih potreb, predvsem pri zenskah. Ker razlicne meto-
de za merjenje koncentracije celokupnega testosterona ne
dajejo primerljivih rezultatov, so zelo pomembna prizade-
vanja za vecjo primerljivost s pomocjo harmonizacije in
standardizacije metod.
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