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Bevezetés

A noket leginkabb veszélyeztetd megbetegedések kozé tartozik a napjainkban is nagy
jelentdséggel biro, népbetegségnek szamitd csontritkulds, a ma is a vezetd haldlozési okok
koz¢ tartozo ndi nemi szervi daganatok és az emelkedd incidenciaja miatt jelentds
endometriozis. Kialakulasukban szdmos kockézati tényezd ismert, patofizioldgiajuk nem
teljesen felderitett és kapcsolatba hozhato6 a szteroid metabolizmus modosulasaval.

A szteroid hormonok mindségi és mennyiségi meghatarozasa, a szervezet fizioldgias
folyamataiban betoltott Osszetett szerepiik miatt fontos az orvosi diagnosztikaban és a

A szteroid hormonok ¢és metabolitjaik mérésére alkalmazhato tobbféle modszer koziil
napjainkban legelterjedtebbek a kromatografiai moédszerek €s az immunoesszék hasznalata.

A szérumbdl, plazmabodl és egyes komponensek esetében nyalbol és vizeletbdl torténd
egyedi szteroid mérések (altalaban immunoesszék) gyorsan végezhetdk, konnyen
kivitelezhet6k €s tobbnyire automatizalhatok, de csak a mintavétel pillanataban, a keringésben
1év0 szteroidokrdl adnak informaciot.

A vizeletbdl torténé mérések eredményei azonban tdjékoztatast adnak a mirigyekben
¢s a periférian torténd szteroid metabolizmusrol is. Bar a vizeletszteroid-profil néven ismert
gazkromatografiai médszer hosszabb id6t és magasabb technikai hatteret igényel, lehetove
teszi tobb szteroid csoport egyidejii mérését. Kikiiszobolve az egyes szteroidokra jellemzd
napi ingadozast, a 24 6ran at gylijtott vizeletbdl torténd mérés atfogd képet nyujt az egy napi
szteroid anyagcserérol, a szteroidok metabolikus utjairdl és a szintézisben résztvevd enzimek
miikodésérol is. A gazkromatograf-tomegspektrometriai modszernek az is elonye, hogy az
egyes vegyiiletek szerkezete egyértelmiien meghatarozhato, mig az immunoesszék esetenként
nem teljesen vegyiilet specifikusak.

A vizeletszteroid-profil mddszer tobb endokrin megbetegedés differencial
diagnosztikajaban ¢s kutatdsaban kiemelkedd fontossaggal bir. Magyarorszagon orvosi
diagnosztikai célokra egyediil a PTE AOK Bioanalitikai Intézetében végezhet
vizeletszteroid-profil vizsgalat, a mdodszerrel dolgozo laboratériumokat 6sszefogd nemzetkozi

szervezet tagjaként.



Célkituzések

Vizsgalataink soran vizeletszteroid-profilokat hatdroztunk meg kiilonb6zd, noket
érintd megbetegedésekben. Célunk volt ezen ndgydgyaszati megbetegedések klinikumanak
jobb megismerése, hormonalis hatterével kapcsolatos ismeretek bévitése. Vizsgalni kivantuk,
létezik-e ezekre a korképekre specifikusan jellemzé vizeletszteroid-profil, illetve a detektalt

valtozasok értelmezhetok-e a diagnosztika, valamint a terapia szintjén.

1. Vizsgalni kivantuk az androgének ¢és a kortikoszteroidok érintettségét a

posztmenopauzaban kialakul6 csontritkulasban.

2. Célunk wvolt a szteroid metabolizmus valtozasainak megismerése a

premenopauzaban kialakulé midémanal a mitéti kezelés eldtti és utani idészakban.

3. Vizsgalni kivantuk a posztmenopauzéban kialakulé méhnyalkahartyaraknal az

androgének valamint a tilsuly, mint kockazati tényezd érintettségét.

4. Célunk volt az androgén ¢€s progeszteron metabolitok szintjének vizsgalata, ill.
egyedi vizeletszteroid-profil felallitdsa a posztmenopauziban kialakuld6 ham eredetii

petefészek daganatnal.

5., 6. Vizsgalni kivantuk az androgének feltételezett szerepét a premenopauzéaban
kialakuldé granulozasejtes petefészek daganatnal, valamint a posztmenopauzaban

kialakul6 méhnyakraknal.

7. Fiatal, endometridzisos ndk vizeletszteroid-profiljait elemeztik GnRH analdg
kezelés kozben. Vizsgalni kivantuk a kezelés hatasara kialakuld szteroid

metabolizmus valtozasait.



Anyagok és modszerek

1. Beteganyag

Munkank sordn 24 6ran at gyiijtott vizelet-mintdkkal dolgoztunk. A betegcsoportokat
a Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinika betegei koziil valasztottuk ki, szigora kritériumoknak megfeleléen, a klinika
orvosainak segitségével.

A tanulméanyban azon személyek vehettek részt, akik hozzajarultak a kutatasban valo
részvételhez, nem szenvedtek egyéb sulyos egészségkarositd ill. endokrin betegségekben, a
vizeletgylijtés megkezdése el6tt nem részesiiltek szteroid metabolizmust befolyasolo,
valamint daganatellenes gydgyszeres kezelésben és a mintagytijtést pontosan végezték.

Kontroll csoportként a legtobb esetben a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudoméanyi Kar Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika illetve a Bioanalitikai Intézet
azonos nemii és hasonlo korosztalyl egészséges dolgozoinak kdzremiikodését kértiik.

Kiegészit0  adatként a  szérum-hormonok  kozil a  progeszteron (P),
dehidroepiandroszteron-szulfat (DHEAS), 06sztradiol (E;), tesztoszteron (T), follikulus
stimulalé hormon (FSH) és a luteinizal6 hormon (LH) szintjei is meghatarozasra keriiltek

elektrokemilumineszcens immunoesszé technikaval.

2. Vizeletszteroid-profil meghatarozas

A gazkromatograf-tomegspektrometriai méréseket tobb munkafolyamatbol 4llo
mintaelokészités elézte meg, melynek Iépései: a szteroidok kivondsa a vizeletbdl, a
konjugatumként  1iriil6  metabolitok  felszabaditdsa  enzimatikus  hidrolizissel, a
szarmazékképzés, melynek sordn a hdébomlast és az illékonysdgot befolydsold polaris
csoportok (hidroxil és keto csoportok) atalakitdsa torténik, ill. az alkalmazott szarmazékképzo
reagens feleslegének eltavolitasa géloszloppal torténd tisztitas soran.

Munkénk soran Agilent Technologies 5975 tomegspektométer detektorral felszerelt
6890N gazkromatograffal (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) dolgoztunk, a
szarmazékképzett szteroidokat oldott allapotban jutattuk a miiszerbe és HP-1-MS (25 m* 0,2
mm* 0,33 pm), (Hewlett-Packard Company, USA) apolaris allofazist tartalmazéd kapillaris
oszlopokon vdlasztottuk el. A gazkromatograf-tomegspektrometriai mérés szelektiv

ionkdvetéssel tortént. A szteroidokat a szarmazékaik retencids idejei, valamint az egyes



szarmazékképzett szteroidok célionjanak és mindsitd ionjainak egymashoz viszonyitott

aranya alapjan azonositottuk. A mennyiségi meghatarozas belsé standard modszerrel tortént.

Eredmények és kovetkeztetések

Hét, ndket érintd, szteroid metabolizmust befolyasold korképben elemeztiik a betegek
24 o6rés vizeletszteroid-profiljait és szérum-hormon értékeit. A betegek mintdiban mért
vizeletszteroidok 24 6rds mennyiségeit és a szérum-hormonok értékeit a mintdk eloszlasanak
megfeleld statisztikai probakkal hasonlitottuk Ossze hasonlod koru, egészséges kontrollok

vizeletszteroid és szérum-hormon értékeivel.

1. Csontritkulés esetén az irodalmi adatok tobbségében pozitiv korrelacidt tapasztaltak
a szérum, ill. plazma androgének ¢€s a csontsiiriség kozott, igy varakozasunknak megfeleléen
az altalunk tapasztalt jelent6sen csOkkent androgén metabolit szintek megerdsitik annak
lehetdségét, hogy az 0sztrogének mellett az androgének is szerepet jatszhatnak a csontvesztés
folyamatdban a menopauza utan. Az androgének a csontokra pozitiv hatdst fejtenek ki,
antireszorptiven hatnak, hatisukat kifejthetik 0Osztrogénné alakulva, illetve kozvetleniil,
androgén receptorokon keresztiil.

Az Altalunk tapasztalt DHEA szint csokkenése alatamasztja azon kutatési
eredményeket, melyek szerint megfeleld koriltekintéssel ez a komponens terapidsan
alkalmazhat6 lehet a posztmenopauzas csontritkulasban.

A kortizol metabolitok csokkenése ellentmondasosnak tiinik a gliikokortikoidok
ismert, csontritkulast indukaldé hatdsaval, melynek magyardzatdhoz tovabbi vizsgalatok
sziikségesek. Lehetséges, hogy ez a csokkenés nem mds, mint a szervezet belsd
kompenzacidja?

2. Eredményeink szerint, eltéré valtozasokat tapasztaltunk a miomas betegeknél miitét
elétt és utdn. A betegség kialakuldsdban és novekedésében feltételezett dsztrogénhormonok
jelentdségét tobb tényezo alatdmasztja, azonban az esetek egy részénél az 6sztrogénhormonok
daganat serkenté hatdsa nem bizonyitott. A betegek szérum E, szintjeit a premenopauzas
kontrollokéhoz viszonyitva nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. A szérum P,
DHEAS, T, FSH ¢és LH szintjeiben sem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a mitéti

kezelés eldtt allo betegeknél a premenopauzas kontrollokhoz viszonyitva. A miitéti kezelés



utan a vartnak megfeleléen szignifikdnsan alacsonyabb E; szintet és szignifikansan magasabb
FSH ¢és LH szintet tapasztaltunk.

A vizeletszteroid-profilokat elemezve a miitét elétt 4ll6 betegeknél az androgén és a
progeszteron metabolitok szintjében nem tapasztaltunk kiilonbséget, azonban szignifikansan
magasabb értékeket tapasztaltunk a kortizol metabolitok, egy kortizon és egy kortikoszteron
metabolit szintjében. A kortikoszteroid metabolitok szintjének szignifikdnsan magasabb
értékei megerdsiti azt, hogy a gliikokortikoidok szerepet jatszhatnak a midmas folyamatban.
A betegeknél tobb kortizon alakul at aktiv kortizolld, mint a premenopauzas kontrolloknal,
ami a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzimrendszer miikodésének valtozasat jelzi.

A betegek miitét utani szteroid-profiljait vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
szignifikansan alacsonyabb volt tobb androgén metabolit és a PD progeszteron metabolit
szintje a premenopauzas kontrollokéhoz képest. A kortikoszteroidok koziil csak egy
kortikoszteron metabolit szintje volt szignifikdnsan alacsonyabb, ami arra utalhat, hogy a
miitét hatdsara a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogendz enzimrendszer miikddése egyensulyt
teremtett a kortizon-kortizol atalakulasban.

A miomas betegek mitét utdni vizeletszteroid-profiljait a posztmenopauzas
kontrollokéhoz viszonyitva azt tapasztaltunk, hogy szignifikansan alacsonyabb volt tobb
androgén metabolit szintje.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a premenopauzaban kialakul6 midéma esetén a
petefészkek miitéti eltavolitdsanak hatasara valtozasok jatszédnak le a szteroidok
metabolizmuséaban.

3. Komplex kapcsolatot feltételeznek az 6sztrogének, androgének ¢€s a talstuly kozott a
posztmenopauzds, méhnyalkahartyardk kialakuldsa sordn. A ndk posztmenopauzds
¢letszakaszaban a petefészkek hormontermelésének ledlldsa miatt minimalisra csokken az
az androgéntermeld mirigyekké alakult petefészkekbdl, dontd részt pedig a
mellékvesekéregbdl szarmaznak. Ekkor az 6sztrogének a mellékvesekéreg androgénjeinek a
zsirszovetben torténd aromatizacidja révén keletkeznek. Tulsuly esetén nagyobb a
valoszintisége az emelkedett 6sztrogének szintjével kapcsolatba hozhaté méhnyalkahartyarak
kialakulasdnak. A daganat kialakuldsdban az Osztrogénhormonok feltételezett szerepe
bizonyitottnak tekinthetd, azonban az esetek egy részénél nem mutathat6 ki az 6sztrogének
emelkedett szintje. Vizsgéalataink soran nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a szérum
E, szintjében a kontrollokéhoz képest. Az irodalmi adatok ellentmondasosak a szérum

androgének esetében is. Az adatok nagyobb része a szérum androgének emelkedett szintjét



igazoljak, ennek ellenére az altalunk vizsgalt szérum T és DHEAS szintek eredményei azon
kutatasi eredményekkel egyeznek meg, melyek nem igazoljak az androgének magasabb
szintjét.

A vizeletszteroid-profilokat  vizsgalva szignifikansan alacsonyabb értékeket
tapasztaltunk tobb androgén és gyenge androgén hatasu kortizol metabolit szintjeiben a
méhnyalkahartyaradkos noéknél a kontroll csoporthoz képest. Lehetséges, hogy ezen
megallapitds igazolhatja az androgének Osztrogénekké torténd aromatizéciojat? Valamint
lehetséges, hogy a csokkenés nem mas, mint a szervezet belsé kompenzacidja?

Feltételezések szerint a progeszteron protektiv hatasu lehet a daganat kialakulasaban.
A vizelet szteroid metabolitokat elemezve nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a
progeszteron metabolit szintjében a kontrollokéhoz képest. Ezt az altalunk vizsgalt szérum P
szintek is aldtdmasztottak.

Eredményeink szerint a legtobb kortikoszteroid metabolit szintje szignifikansan
alacsonyabb volt a beteg csoportban a kontroll csoporthoz képest, mely rairanyitja a figyelmet
a gliikokortikoidok esetleges szerepére, és megfontolandd lehetdséget vet fel az alkalmazott
gyogyszeres kezelés szempontjabol.

4. Trodalmi adatok szerint feltételezik, hogy a szteroid-hormonoknak is szerepe lehet a
ham eredetli petefészek daganat kialakulasdban. Az 0Osztrogének szerepét tekintve
tobbségében olyan irodalmi adatokkal taldlkozunk, melyek szerint az emelkedett
Osztrogénhatds szerepet jatszhat a daganat kialakuldsaban, azonban vannak ennek
ellentmondo feltételezések is. Vizsgalataink soran nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget
a betegek szérum E, szintjében a kontrollokhoz képest.

Eredményeink alatdmasztjak azon feltételezéseket, melyek szerint az androgének
emelkedett szintje eldsegitheti a daganat kifejlodését. A vizeletszteroid-profilok vizsgalata
soran azt tapasztaltuk, hogy az androgének koziil a DHEA és metabolitjainak a szintje
szignifikansan magasabb volt a posztmenopauzas, ham eredetli daganatos betegeknél a
kontrollokéhoz viszonyitva. A szérum T és DHEAS szintekben azonban nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget. Megallapitasunk azt a nézetet erdsiti, mely szerint az androgének
Osztrogénekkeé torténd aromatizéacio utjan fejtik ki hatasukat a daganat kialakuldsaban.

Feltételezik, hogy a progeszteron protektiv hatast lehet a ham eredetli petefészek
daganatnal. Eredményeink szerint a progeszteron metabolit szintje szignifikansan magasabb
volt a beteg csoportban a kontroll csoporthoz képest, viszont a szérum P szint ezt nem
igazolta. Lehet, hogy a szervezet a magasabb progeszteron szinttel kompenzilja az

androgének aromatizacidjabol kialakult 6sztrogének hatasat?



Vizsgalataink soran a kortikoszteroidok koziil egy kortizol és a kortikoszteron
metabolitok szintjeiben tapasztaltunk szignifikdnsan magasabb értékeket a beteg csoportban a
kontroll csoporthoz képest, valamint a szérum LH szint is szignifikdnsan magasabb volt a
beteg csoportban. Eredményeink igazoljdk azt a megéllapitast, melyek szerint pozitiv
kapcsolat van a mellékvesekéreg kortizol termelése és az emelkedett szérum LH szint kozott a
posztmenopauzaban 1évé ndknél. Megaéllapitasunk felveti a kortikoszteroidok lehetséges
szerepét a lapham eredetli petefészek daganatnal.

5. Eredményeink a szérum E, szintjének tekintetében megfelelnek azon szakirodalmi
adatoknak, melyek igazoljak, hogy a granul6zasejtes petefészek daganat hormonalisan aktiv
¢s foként Osztrogéneket termel. Irodalmi adatok szerint az esetek egy részénél nem
Osztrogéneket, hanem androgéneket termel a daganat. Ezen megéllapitast nem tudtuk igazolni
a szérum T és DHEAS szintjeinek vizsgalata soran.

Eredményeink szerint a vizelet androgén metabolitok koziil csak egy metabolit
mennyisége haladta meg ugyanazon metabolit kontrolloknal mért maximum értékét. Azonban
a gyenge androgén hatast kortizol metabolitok is meghaladtak a kontrolloknal mért maximum
értékeket.

A progeszteron metabolit mennyiségének magasabb értékét tapasztaltuk az egyik
granulozasejtes petefészek daganatos betegnél, azonban a szérum P szint vizsgalatanal ezt
nem tudtuk megerdsiteni. Ezen megallapitds rairanyithatja a figyelmet arra, hogy a
granulozasejtes petefészek daganat progeszteront is termelhet.

Eredményeink szerint szinte valamennyi kortikoszteroid metabolit mennyisége
meghaladta mindkét granulézasejtes petefészek daganatos betegnél a kontrolloknal mért
kortikoszteroid metabolitok maximum értékeit. Ezen megallapitas kiemeli a gliikokortikoidok
lehetséges szerepét is a daganat kialakulasaban. Lényeges és az eddigi informacidk alapjan
vart eredmény a szérum E, szintjeinek emelkedése a betegeknél. Azonban az, hogy nem
tapasztaltunk kiilonbséget a betegek szérum FSH és LH szintjeiben a kontrollokéhoz képest,
felveti azt, hogy a vizeletszteroid-profil meghatdrozas alkalmasabb moddszer lehet a
granuldzasejtes petefészek daganatos betegek nyomonkdvetésére.

6. Irodalmi adatok szerint az Osztrogének modosult metabolizmusa a méhnyakrak
egyik kockazati tényezdje lehet, ill. az emelkedett Osztrogének szintje fokozhatja a daganat
kialakulasdban kulcsfontossagi papillomavirus fertdzés terjedését. Eredményeink nem
igazoltak szignifikans kiilonbséget a szérum E, szintjében, a beteg csoportban a kontroll

csoporthoz képest.



Korabbi irodalmi adatokbol rendelkezésre alltak a vizeletszteroid-profil eredmények
premenopauzas, meéhnyak daganatos ndéknél. Az altalunk vizsgalt posztmenopauzas,
méhnyakrdkos betegek szteroid-profiljait elemezve eltérést talaltunk. A  kordbbi
eredményekkel megegyezden az androgén és a gyenge androgén hatdsu kortizol metabolitok
szintjében szignifikdnsan alacsonyabb értékeket detektaltunk. A szérum T és DHEAS
szintekben azonban nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget.

Tobb kortizon és kortizol metabolit szintjében viszont szignifikdnsan alacsonyabb
értekeket tapasztaltunk ellentétben a kordbbi eredményekkel. Ezen megallapitasunk
ramutathat arra, hogy a Kkortikoszteroidoknak eltérd szerepe lehet a pre- ¢&s
posztmenopauzaban kialakult méhnyakraknal.

7. Az endometridzis csomOok a méh nyalkahartydjdhoz hasonléan reagilnak az
Osztrogén ¢és progeszteron hormonokra a menstrudcios ciklus soran. A betegség kezelésénél a
gyogyszerek alkalmazasa esetén nagy szerep jut a petefészkek miikodését (Osztrogén
termelést) gatld kiilonbozé szereknek. Legelterjedtebb a GnRH analdégok alkalmazasa,
ugyanis bizonyitott tény, hogy Osztrogénszegény kornyezetben az endometriozis
visszafejlddik, és a tiinetek javulnak.

A szakirodalombdl ismert a szérum E,, FSH és LH szintek csokkenése a GnRH analdg
kezelés alatt 4ll6 beteg csoportban, melyet eredményeink is igazoltak.

A vizeletszteroid-metabolit szinteket elemezve, vizsgélataink szerint az egyik
androgén metabolit szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a beteg csoportban a kontroll
csoporthoz képest, ami a kezelés vart hatasaval magyarazhat6. A kortikoszteroidok koziil egy
kortizol metabolit szintje volt szignifikdnsan alacsonyabb. Az egyik kortikoszteron metabolit
szintje szignifikdnsan alacsonyabb, egy masiké pedig szignifikansan magasabb volt. A kapott
eredmény ramutat arra, hogy a GnRH analog kezelés befolydsolja a gliikokortikoidok
metabolizmusat. Lényeges ¢és az eddigi informaciok alapjan vart eredmény a szérum E,, FSH
¢s LH szintjeinek csokkenése. Eredményeink ramutatnak arra, hogy az endometriézis GnRH

analog kezelésének hatasara valtozasok jatszodnak le a szteroidok metabolizmusaban.



Osszefoglalas

Eredményeinket Osszegezve, a vizsgalt, ndket érintd betegségeknél valtozasokat
tapasztaltunk a vizeletszteroid-profilban az azonos nemii és hasonlé koru kontroll
csoportokéhoz képest.

Az altalunk sikeresen tovabbfejlesztett, klinikai és kutatasi célokra is felhasznalhatod
vizeletszteroid-profil modszer, tobb szteroid-csoport egyideji vizsgalatara alkalmas. Elonye,
hogy attekinthetd képet ad a szteroidok napi szintézisérdl, beleértve a mirigyekben ¢és a
periférian torténd anyagcserét is. Az egyes metabolitok szintjében és egymashoz viszonyitott
aranyaban bekovetkezett valtozasok rairanyitjak a figyelmet az adott enzimek és szteroid
csoportok szerepére, igy segitséget nyujthatnak az egészségestol eltérd allapotok

felismerésében, kezelésében.
Fontosabb eredményeink:

1. A posztmenopauzas csontritkulds esetében szamos androgén metabolit szintjében
igatolodott szignifikdns csokkenés alapjan megéllapitottuk, hogy a menopauza uténi
csontvesztésben a szexudlszteroidok csontrendsterre gyakorolt hatdsa nemcsak az
Osztrogénekkel all osszefiiggésben. A kortizol és a metabolitjai esetében nem vart csokkenés
latsziilag ellentmondasos azzal a ténnyel, hogy a gliikokortikoidok emelkedett szintje

csontritkulast indukalhat.

2. Ramutattunk, hogy a premenopauzaban kialakulé mioma mutéti kezelésének kovetkeztében
megvaltozik a szteroidok metabolizmusa. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy a még nem kezelt
betegeknél tobb kortizon alakul at aktiv kortizolla, ami a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz
enzimrendszer miikodésének valtozasat jelzi. A miitétet kovetden az androgén és progeszteron

metabolitok szintjében igazolddott csdokkenés.
3. A posztmenopauzas méhnyalkahartyarak esetén igazolodott a talstly kockazati szerepe. Az

androgén metabolitok szintjében igazolodott csokkenés, mely a feltételezett Osztrogénekké

torténd aromatizaciot mutatja. Rairanyitottuk a figyelmet a gliikokortikoidok szerepére is.

10



4. A posztmenopauzas ham eredetli daganat esetén szamos androgén metabolit szintjében
igazolddott szignifikans emelkedés, mely egyben jelezheti az androgének szerepét a daganat
kialakuldsédban. A progeszteron metabolit szintjében igazolt szignifikans emelkedés a hormon
protektiv hatdsat igazolta. Igazoltuk, hogy az emelkedett szérum LH szint hatassal van a

mellékvesekéreg kortizol termelésére posztmenopauzas ndknél.

5. Az esettanulmanyként vizsgalt premenopauzas granulozasejtes petefészek daganat esetében
igazoltuk a daganat Osztrogén termelését emellett felvetettikk annak lehetdségét, hogy
progeszteront is termelhet. Tovabba szamos androgén, progeszteron és gliikokortikoid
metabolit szintjében igazoltunk emelkedést, mely felveti azt, hogy a betegség
nyomonkovetésének szempontjabdl a vizeletszteroid-metabolitok vizsgélatira kidolgozott
modszer alkalmasabb lehet a szérum hormonok meghatirozdsara hasznalt modszerekhez

képest.

6. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy a menopauza kiilonb6z0 szakaszaiban megbetegedett
méhnyakrakos néknél eltéré hormonalis valtozasok figyelhetdk meg. A posztmenopauziban
kialakul6 méhnyakrdk esetén tobb kortizon és kortizol metabolit szintjében igazolddott

szignifikans csokkenés, mely ramutat a gliikokortikoidok eltérd szerepére.

7. Ramutattunk, hogy az endometridozis GnRH analdg kezelésének hatasara valtozasok
jatszodnak le a szteroidok metabolizmusaban. Igazoltuk a vart, kezelés hatasara bekovetkezd

szérum E, FSH ¢és LH szintek szignifikans csokkenését.

8. A vizeletszteroid-profil meghatirozas tovabbfejlesztése révén 1) modszert hoztunk létre,
melynek segitségével gyorsabba valt a mintak feldolgozasa és pontosabbd valt a szteroid-

metabolitok mindségi és mennyiségi analizise.

Az egyes metabolitok szintjében tapasztalt hasonldé valtozasok az egyes
megbetegedéseknél kiilonbozd tiinetekkel jarnak. Ebbdl kovetkezik, hogy a vizeletszteroid-
profil moddszer alkalmas a valtozasok detektdlasara, de az egyes komponensek pontos

szerepének tisztazasahoz tovabbi szovet-specifikus vizsgalatok sziikségesek.
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Introduction

Diseases especially threathening the female population include osteoporosis, currently
regarded as an important endemic disease, tumors of the female genital organs which even
nowadays belong to the leading causes of death, and endometriosis significant due to its rising
incidence. Several risk factors have been identified in their development, however, their
pathophysiology has not been completely cleared and can be associated with modified steroid
metabolism.

The qualitative and quantitative determination of steroid hormones -due to their
complex role in the physiological processes of the organism - is important in medical
diagnostics and investigation into the pathophysiology of various diseases.

From among the various methods that may be applied to measure steroid hormones
and their metabolites, currently chromatographic methods and the use of immunoessays are
the most widespread.

Individual steroid measurements (generally immunoessays) from serum, plasma and in
the case of certain components from saliva and urine can be performed rapidly and easily and
can mainly be automatized, but these provide information about the steroids present in the
circulation only at the moment of sampling.

However, the results of urinary measurements provide information relating to steroid
metabolism in the glands and the periphery as well. Although the gas-chromatographic (GC)
method known as the urinary steroid profile requires longer time and a more up-to-date
technical background, it makes possible to measure simultaneously several steroid groups. By
eliminating the daily fluctuations that are characteristic for certain steroids, measurements
from urine collected during a period of 24 hours provide an overall picture concerning one-
day steroid metabolism, the metabolic routes of steroids and also the functioning of the
enzymes taking part in the synthesis. Another advantage of the gaschomatographic-mass-
spectrometric method is that the structure of certain compounds can be clearly determined,
while immunoessays in some cases are not completely compound-specific.

The urinary steroid profile method has outstanding importance in the differential
diagnostics and research of several endocrine diseases. In Hungary, with medical diagnostic
aims, urinary steroid profile tests are allowed to perform only at the Institute of Bioanalysis,
Faculty of Medicine, University of Pécs, being the member of an international organisation

that coordinates laboratories using this same method.
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Aims

In our investigations urinary steroid profiles were determined in various diseases
affecting women. Our aim was a better understanding of the clinical features of these
gyneacological diseases and also improving our knowledge relating to their hormonal
background. We wanted to examine whether a specific urinary steroid profile of these
pathological pictures existed or whether the detected changes could be interpreted in the

framework of diagnostics and therapy.

1. We aimed to investigate the role of androgens and corticosteroids in osteoporosis in

postmenopausal women.

2. Our aim was to recognize the changes of steroid metabolism in myomas in

premenopausal women in the pre and post operative period.

3. We intended to examine the involvement of androgens and overweight/obesity as

risk factors in endometrial cancer in postmenopausal women.

4. Our aim was to investigate the level of androgen and progesteron metabolites, and
establish individual urinary steroid profiles in epithelial ovarian tumors in

postmenopausal women.

5., 6. We wanted to investigate the probable role of androgens in granulosa cell
ovarian tumor in premenopausal women, and in cervical cancer in postmenopausal

women.
7. We analysed the urinary steroid profiles of young women with endometriosis during

GnRH analog treatment. We aimed to examine the changes in steroid metabolism

before and after the treatment.
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Materials and methods

1. Subjects

24-hour collection of urine samples was applied. Patients from Department of
Obstetrics and Gynecology of the Faculty of Medicine, University of Pécs were chosen, with
the help of clinicians.

The patients did not receive medication influencing steroid metabolism, did not have
endocrine and other serious diseases before the collection of urine samples, collected correctly
the urine samles and agreed to participate in the research.

The controls were age and sex-matched healthy people from Department of Obstetrics
and Gynecology and from Institute of Bioanalysis of the Faculty of Medicine, University of
Pécs.

The concentrations of serum progesterone (P), dehydroepiandrosterone-sulphate,
(DHEAS), estradiole (E»), testosterone (T), follicle-stimulating hormone (FSH) and

luteinizing hormone (LH) were measured by electrocemiluminescence immunoassay.

2. Determination of urinary steroid-profile

Before the gas chromatographic measurements we performed sample pre-treatment
consisting of the following steps: extraction of steroids from urine, releasing of metabolites
secreted as conjugates by enzymatic hydrolysis, derivatization of the polar groups (hydroxyl
and keto groups) influencing heat degradation and volatility. We removed the silylating
reagent excess by column chromatography.

We used Agilent Technologies system consisted of a gas chromatograph (6890N) and
mass spectrometer (5975) (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). The steroid derivates
were injected into the GC in solved phase. The separations were carried out in a capillary
column (HP-1-MS) with nonpolar stationary phase (25 m* 0.2 mm* 0.33 um), (Hewlett-
Packard Company, USA). The quantitation of the samples was carried out in the selected ion-
monitoring mode. The Target lon was used for the quantitative analysis of the steroid
metabolites and the steroid identification in each sample was based on the ratio of Qualifier

Ions to Target Ion and the difference between the retention times of each steroid. The
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quantification was obtained by relating the peak areas of the individual components to the

area of the internal standard.

Results and discussion

24-hour urinary steroid profiles and serum-hormone values of patients were analysed
in seven female pathological pictures affecting their steroid metabolisms. The 24-hour urinary
steroid volumes and serum-hormone values measured in patient samples were compared to
those of healthy control-subjects of similar ages by way of statistical tests in compliance with

the distribution of samples.

1. In the majority of medical literature data concerning osteoporosis a positive
correlation was found between serum, and plasma androgens and bone density, thus the
expected significantly decreased androgen metabolite levels experienced by us confirm the
possibility that besides oestrogens androgens may also play a role in the process of bone loss
after menopause. Androgens exert a positive effect on bones, have an antireabsorptive effect,
and they may exert their effect by transforming themselves into oestrogens, or directly
through androgen receptors.

The decrease in DHEA level experienced confirms the research results that with
appropriate caution this component may be therapeutically applicable in postmenopausal
osteoporosis.

The decrease in cortisol metabolites seems to be controversial to the known effects of
glucocorticoids inducing osteoporosis, for the explanation of which further investigations will
be necessary. Is it possible that this decrease means no other than the internal compensation of
the organism?

2. Based on our results, different changes were found in patients with myoma before
and after surgery. The significance of potential oestrogen hormones in the development and
progression of the disease is supported by several factors, however, in some cases the tumor-
inducing effects of oestrogen hormones have not been proved. Serum E, level was not
significantly different in patients with those of premenopausal controls. Similarly, in serum P,
DHEAS, T, FSH and LH levels were not significantly different in patients before the surgical
treatment compared to premenopausal controls. As expected, after surgical treatment

significantly lower E,, levels and significantly higher FSH and LH levels were found.
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Analysing urinary steroid profiles in patients before surgery, the adrogen and
progesterone metabolite levels were not significantly different, however, significantly higher
values were found in the metabolite level of cortisol, one cortisone and also one
corticosterone metabolite level. The significantly higher levels of corticosteroid metabolites
support the fact that glucocorticoids may play a role in the process of myoma development. In
the patients more cortisone transforms into active cortisol, than in the case of premenopausal
controls, which signals altered function of 11B-hydroxysteroid-dehydrogenase enzyme
system.

Investigating the postoperative steroid profiles of patients we found that the level of
several androgen metabolites and PD progesterone metabolit were significantly lower
compared to that of the premenopausal controls. From among the corticosteroids the
metabolite level of only one corticosterone was significantly lower, which fact may indicate
that as a result of surgery the functioning of 11B-hydroxysteroid-dehydrogenase enzyme
system created a balance in the cortisone-cortisol transformation.

Comparing the postoperative urinary steroide profiles of patients with myoma to those
of the postmenopausal controls we found that the metabolite levels of several androgens were
significantly lower.

Our results suggest that in the case of myomas developing during premenopause, as a
result of the surgical removal of the ovaries changes will occur in the metabolism of steroids.

3. A complex correlation among oestrogens, androgens and overweight/obesity is
assumed during the development of endometrial cancer after menopause. In the post-
menopausal stage of females, due to the ceased hormone production of the ovaries the
production of oestrogene hormones decreases to minimum. To a lesser extent, androgens with
a low plasma concentration originate from the ovaries that have transformed into androgen—
producing glands, however, predominantly they originate from the adrenal cortex. At this
point, oestrogens are produced by aromatisation of the androgens of the adrenal cortex in the
fatty tissue. In the case of an overweight there is a higher probability of the development of
endometrial cancer that may be associated with elevated oestrogen levels. The probable role
of oestrogen hormones in the development of tumors may be regarded as evident, however, in
certain cases raised levels of oestrogenes cannot be detected. In our examinations the serum
E, level was not significantly different compared to that of the controls. It was found that the
serum androgens are also controversial. The major part of data supports elevated levels of
serum androgens, contrary to this the results of serum T and DHEAS levels investigated by us

are consistent with those research results that do not justify the higher level of androgens.
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Investigating the urinary steroide profiles, significantly lower values were found in the
metabolite levels of several androgens and cortisole metabolites with weak androgen effects
in women with endometrial cancer compared to the control group. Is it possible that this
statement may justify the aromatisation of androgens to oestrogens? In addition, is it possible
that the decrease means no other than the internal compensation of the organism?

We can assume that progesterone may have a protective effect in tumor development.
The metabolite level of progesterone was not significantly different in patients than in the
controls. This finding was supported by serum P levels examined by us.

According to our results the metabolite levels of the majority of corticosteroids were
significantly lower in the patient group than in the control group, which fact directs attention
to the possible role of glucocorticoids and raises the possibility of medicinal therapy to be
applied.

4. Based on scientific data it could be assumed that steroid hormones may also play a
part in the development of epithelial ovarian tumors. Regarding the role of oestrogens, we
mainly find medical data, according to which an elevated oestrogen effect may play a part in
tumor development, however, there are controversial assumptions as well. During our
examinations we found that the patient serum E, level was not significantly different.

Our results justify the assumptions according to which elevated levels of androgens
may promote the development of a tumor. During urinary steroid profile examinations we
found that from among the androgens the level of DHEA and the level of its metabolites were
significantly higher in postmenopausal patients than in the controls. However, the serum T
and DHEAS levels were not significantly different. Our finding supports the view that
androgens exert their effect by aromatisation to oestrogens in tumor development.

It is assumed that progesterone may have a protective effect on epithelial ovarian
tumor. We found that the metabolite level of progesterone was significantly higher in the
patient group than in the control group, on the other hand, the serum P level did not justify
this. Is it possible that with a higher progesterone level the organism tries to compensate the
effects of oestrogens developed by aromatisation of androgens?

During our examinations from among corticosteroids significantly higher values were
found in the levels of one cortisol and corticosterone metabolites in the patient group
compared to the control group, and the serum LH level was also significantly higher in the
patient group. Our results justify the finding that there is a positive correlation between the

cortisol production of the adrenal cortex and raised serum LH level in postmenopausal
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women. Our findings raises the potential role of corticosteroids in the epithelial ovarian
tumor.

5. Our results concerning the level of serum E, are conform to literature data which
justify those granulosa cell ovarian tumors are hormonally active and produce mainly
oestrogens. According to others results in some cases the tumor produces androgens and not
oestrogens. This finding could not be confirmed during the examination of the serum T and
DHEAS levels.

Our results show that from urinary androgen metabolites the volume of only one
metabolite exceeded the maximum value measured in the same metabolite controls. However,
the cortisol metabolites with weak androgen effect also exceeded the maximum values
measured in the controls.

A higher level of the progesterone metabolite amount was found in one patient with
granulosa cell ovarian tumor, but this could not be confirmed by the serum P level test. This
finding can direct attention to the fact that granulosa cell ovarian tumors can produce
progesterone as well.

Our results show that in both patients with granulosa cell ovarian tumor the amount of
almost all corticosteroid metabolites exceeded the maximum values for corticosteroid
metabolites measured in the controls. This finding emphasizes the possible role of
glucocorticoids as well in the development of tumors. Important and expected result - based
on recent information - is the elevation of serum E, levels of patients. The fact that there was
no difference found in the serum FSH and LH level of the patients compared to the control-
subjects proposes that the urinary steroid profile test can be a more suitable method for the
follow up of patients with granulosa cell ovarian tumor.

6. According to literature data the modified metabolism of the oestrogens can be a risk
factor for cervical cancer, and the elevated oestrogen level can increase the spread of the
papilloma virus infection that is crucial in the development of the tumor. We found that the
level of serum E; was not significantly different in the patients compared to the control group.

Results were available from former literature concerning the urinary steroid profile in
premenopausal women with cervical cancer. Differences were found when analyzing the
steroid profile of postmenopausal women with cervical cancer who were examined by us. In
compliance with previous results concerning the metabolite level of androgens and cortisol
meatabolites with weak androgen effect, significantly lower values were detected. However,

ths serum T and DHEAS levels were not significantly different.
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Contrary to former results, significantly lower values were found in the levels of
several cortisone and cortisol metabolites. This finding can indicate that corticosteroids can
have a different role in the cervical cancer developed in pre and postmenopause.

7. Endometrial nodules react to oestrogen and progesterone hormones during the
menstrual cycle like the endometrium. In the treatment of the disease, the role of various
medications inhibiting the function of the ovaries (oestrogen production) is important. GnRH
analogs are most frequently used, since it has been proved that endometriosis regresses and
symptoms improve in an oestrogen-poor setting.

The decrease in serum E,, FSH and LH levels is known from the literature in the case
of patient groups with GnRH analog treatment, which was confirmed by our results as well.

Analyzing the urinary steroid metabolite levels the metabolite level of one androgen
was significantly lower in the patient group compared to the control group, which can be
explained by the expected effect of the treatment. Among corticosteroids the metabolite level
of one cortisol was significantly lower. The metabolite level of one corticosterone was
significantly lower and that of another one was significantly higher. The result shows that the
GnRH analog treatment has an effect on the metabolism of the glucocorticoids. An important
and expected result, based on information gained so far, is the decrease in the E,, FSH and LH
levels of the serum. Our results demonstrate that due to the GnRH analog treatment of

endometriosis changes occur in the metabolism of steroids.
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Conclusions

To sum up our results, among investigated diseases, affecting women changes
occurred in the urinary steroid profile compared to the control group consisting of patients of
the same sex and similar age.

The urinary steroid profile method successfully improved by us can be used for
examining several steroid groups at the same time. It is applicable for both clinical and
research purposes. Its advantage is to give a clear picture about the daily synthesis of steroids
including metabolism in the glands and the periphery as well. Changes in the level of some
metabolites and their proportion to each other direct attention to the role of given enzymes
and steroid groups, thus giving help in the recognition and handling of abnormal health

conditions.

Major Results:

1. In postmenopausal osteoporosis we observed a significant decrease in the level of several
androgen metabolites which can indicate that after menopause the effect of sexual steroids on
the bone loss is not only connected to estrogens. The unexpected decrease of cortisol and its
metabolites seems to be contradictory with the fact that the increased level of glucocorticoids

can induce osteoporosis.

2. We pointed out that due to the surgical treatment of myomas developing in pre-menopause,
the metabolism of steroids was altered. Attention was drawn to the fact that more cortisone is
transformed into active cortisol in untreated patients, which signals the change in the function
of the 11B-hydroxysteroid dehydrogenase enzyme system. After the operation a decrease in

the level of androgen and progesteron metabolites was confirmed.
3. In the case of postmenopausal endometrial cancer the risk of overweight was confirmed. A
decrease was confirmed in the level of androgen metabolites which shows the supposed

aromatization to oestrogenes. Attention was called to the role of glucocorticoids as well.

4. In the case of postmenopausal epithelial ovarian tumors a significant elevation was

confirmed in the metabolite level of several androgens which can also mark the role of
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androgens in the development of tumors. The significant elevation confirmed in the
metabolite level of progesterone justified the protective effect of the hormone. It was
confirmed that the elevated serum LH level had an effect on the cortisol production by the

adrenal cortex in the case of postmenopausal women.

5. In the case of premenopausal granulosa cell ovarian tumors examined as a case study
oestrogen production by the tumor has been confirmed. Besides the possibility of
progesterone production was also assumed. Furthermore, elevation in the metabolite levels of
several androgens, progesterones and glucocorticoids was confirmed. This raises the
possibility that the method developed for the examination of urinary steroid metabolites to
follow up the disease can be more suitable than the methods used for determining serum

hormones.

6. Attention was drawn to the fact that different hormonal changes occurred in women with
cervical cancer who contracted the disease in different phases of menopause. In the case of
cervical cancers developing during postmenopause, a significant decrease in the metabolite
level of several cortisones and cortisols was confirmed which shows the diverse role of

glucocorticoids.

7. It has been demonstrated that due to the effect of GnRH analog treatment of endometriosis
changes occur in the metabolism of steroids. The expected, significant decrease in serum E,

FSH and LH levels due to the treatment was also confirmed.

8. Further developing the urinary steroid profile, a new method has been established by which
the evaluation of samples has become quicker, and the quantitative and qualitative analysis of

steroid metabolites has become more accurate.

Similar changes experienced in the level of certain metabolites are accompanied by various
symptoms in different diseases. Therefore, the urinary steroid profile method is suitable for
detecting the changes, however, to clarify the exact role of individual components further

tissue-specific examinations are required.
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