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1. SANTRUMPU SARASAS

11-KT — 11-ketotestosteronas

11KA4 — 11-ketoandrostendionas

110HA4 — 11B-hidroksiandrostendionas

170HP — 17a-hidroksiprogesteronas

170HPreg — 17a-hidroksipregnenolonas

5-Adiol — androstendiolis

A4 — androstendionas

ADP — adenozino difosfatas

AK - alostatinis kravis

AKR1C3 — aldo-keto reduktazé (angl. aldo-keto reductase family 1, member
C3)

AKTH — adrenokortikotropinis hormonas

Apo A1/A2/B/E — apolipoproteinas A1/A2/B/E

ATEROSTRES - Lietuvos mokslo tarybos Mokslininky grupiy projekto
,Letinio streso nulemti aterosklerozés proceso ypatumai: naujy biozymeny
paieska ir tyrimai‘ akronimas

AVPR1B - arginino vazopresino receptorius 1B (angl. arginine vasopressin
receptor 1B)

cAMP — ciklinis adenozino 3',5'-monofosfatas

CBG — kortikosteroidus sujungiantis globulinas (angl. corticosteroid binding
globulin)

CYP — citochromas

CypA — ciklofilinas A

CMIA — chemiliuminescenciné analizé

CRB - C reaktyvusis baltymas

CRFR1 - kortikotroping atpalaiduojanéio veiksnio receptorius 1 (angl.
corticotropin-releasing factor receptor 1)

CRH - kortikotroping atpalaiduojantis hormonas (angl. corticotropin-
releasing hormone)

CV — variacijos koeficientas (angl. coefficient of variation)

DCh-MS — dujy chromatografija ir masiy spektrometrija

DHEA — dehidroepiandrosteronas

DHEA-S — dehidroepiandrosterono sulfatas

DKS — diastolinis kraujo spaudimas

DOC - 11-deoksikortikosteronas

DTL — didelio tankio lipoproteinai

ECL - elektrochemiliuminescenciné analizé

eNOS - endotelio NO sintazé
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ES — Europos Sajunga

ESCh-FLU - efektyvioji skys¢iy chromatografija su fluorescenciniu
detektoriumi

ESCh-MS/MS — efektyvioji skys¢iy chromatografija ir tandeminé masiy
spektrometrija

ESI — elektrosrauto jonizacija (angl. electrospray ionization)
FAD(H.) — flavino adenino dinukleotidas (redukuotas)

FDX — feredoksinas

FDXR — feredoksino reduktazé

FMN(H.) — flavino mononukleotidas (redukuotas)

FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia (angl. ferric reducing
ability of plasma)

FSH — folikulus stimuliuojantis hormonas

GnRH - gonadotropinus atpalaiduojantis hormonas (angl. gonadotropin-
releasing hormone)

GR — gliukokortikoidy receptorius

HOMA-IR — atsparumo insulinui indeksas (angl. homeostatic model
assessment for insulin resistance)

HSD — hidroksisteroido dehidrogenazé

ICAM-1 — tarplasteliné adhezijos molekulé 1

IFA — imunofermentiné analizé

IGF-1 — | insuling panasus augimo veiksnys 1

IL-6/1p/4/10/13 — interleukinas 6/1p/4/10/13

IQR — tarpkvartilinis plotis

KFE — kietafazé ekstrakcija

KMI — kiino masés indeksas

KoA — kofermentas A

KSL — koronariné $irdies liga

LC — melsvoji démé (lot. locus caeruleus)

LH — liuteinizuojantis hormonas

LMC — laboratorinés medicinos centras

LMTL — labai mazo tankio lipoproteinai

LoD — aptikimo riba (angl. limit of detection)

LoQ — nustatymo riba (angl. limit of quantification)

MC2R — 2 tipo melanokortino receptorius

MDA — malono dialdehidas

MI — miokardo infarktas

MR — mineralkortikoidy receptorius

MRM - daugialypiy reakcijy stebéjimas (angl. multipe reaction monitoring)
MS — metabolinis sindromas
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MTL — mazo tankio lipoproteinai

NAD(H) — nikotinamido adenino dinukletotidas (redukuotas)

NADP(H) — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas (redukuotas)
NCEP-ATP Il — Nacionalinés cholesterolio §vietimo programos suaugusiyjy
gydymo kriterijai (angl. National Cholesterol Education Programme Adult
Treatment Panel 111)

Ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai

NF-xB — branduolio veiksnys kB

NO - azoto oksidas

NPC1/2 — NPC vidulastelinis cholesterolio nesiklis 1/2 (angl. NPC
intracellular cholesterol transporter 1/2)

PAPS — 3'-fosfoadenozino-5'-fosfosulfatas

PAPSS — PAPS sintazé

PHA asis — pogumburio-hipofizés-antinks¢iy asis

PHG asis — pogumburio-hipofizés-gonady asis

P1 — pasikliautinasis intervalas

PMKI — Pitsburgo miego kokybés indeksas

POMC — proopiomelanokortinas

POMC — proopiomelanokortino genas

POR - citochromo P450 oksidoreduktazé

PSS — subjektyviai suvokto streso skalé (angl. Perceived Stress Scale)
RIA — radioimuniné analizé

r, — Pirsono koreliacijos koeficientas

rs — Spirmeno koreliacijos koeficientas

SCORE2 - rodiklis, nurodantis absoliu¢iaja rizika per 10 mety iSsivystyti
Sirdies ir kraujagysliy ligai (angl. Systematic Coronary Risk Estimation 2)
SHBG - lytinius hormonus sujungiantis globulinas (angl. sex hormone
binding globulin)

SKS — sistolinis kraujo spaudimas

SN — standartinis nuokrypis

SNS — simpatiné nervy sistema

SR — santykiné rizika

SRD5A - steroidy 5a-reduktazé

SSE — skysciy-skysciy ekstrakcija

STAI — nerimo klausimynas (angl. State-Trait Anxiety Inventory)
SULTI1EL — estrogeny sulfotransferazé

SULT2A1 — DHEA sulfotransferazé

SKL — §irdies ir kraujagysliy ligos

SS — ansy santykis

SSD — girdies susitraukimy daznis
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T — testosteronas

TAG - triacilgliceroliai

TBA — tiobarbitiiriné rigstis

TNF-o0 — naviko nekrozés veiksnys o

TRAP — trombino receptoriy aktyvinantis peptidas

TTL — tarpinio tankio lipoproteinai

UESCh-MS/MS — ultraefektyvioji skyséiy chromatografija ir tandeminé
masiy spektrometrija

UV/Vis detektorius — ultravioletinés ir matomos §viesos detektorius
VRBTEK — Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas
Vs] VUL SK - V3] Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos

VU MF BMI FBMLMK — Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos moksly instituto Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedra

ZMGK — Zmogaus ir medicininés genetikos katedra
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2. IVADAS
2.1.Darbo aktualumas

Sirdies ir kraujagysliy ligos (SKL) vis dar islieka pagrindine mirties
priezastimi tiek Lietuvoje, tieck visame pasaulyje. Apskaiciuota, jog 2019 m.
17,9 min. pasaulio gyventojy mirties priezastis buvo SKL ir tai sudaré 32 %
visy mir¢iy [1]. Lietuvoje iSeminé Sirdies liga sudaro daugiau kaip treédalj
visy miréiy, o mirtingumas nuo SKL Lietuvoje yra didziausias i3 visy Europos
Sgjungos (ES) 8aliy ir net 4 kartus virSija ES vidurkj [2].

Gyvensenos veiksniai, tokie kaip netinkama mityba, menkas fizinis
aktyvumas, riikymas, yra siejami su didesne SKL rizika ir klasikiniy SKL
rizikos veiksniy — hipertenzijos, nutukimo, dislipidemijos, cukrinio diabeto —
atsiradimu. Kiti gerai Zinomi ir nemodifikuojami SKL rizikos veiksniai yra
amzius, vyriskoji lytis, genetinis polinkis ir §eiminé SKL anamnezé [3]. Nors
minéty veiksniy svarba SKL vystymuisi yra neabejotina, vien tik klasikiniai
veiksniai nepaaiskina tokio didelio sergamumo ir mirtingumo nuo SKL.
Manoma, jog psichosocialinis stresas yra nepriklausomas SKL rizikos
veiksnys. Epidemiologiniy tyrimy duomenimis, létinis stresas darbe ir
asmeniniame gyvenime yra susijes su 40-50 % didesne koronarinés Sirdies
ligos (KSL) rizika [4]. Galimas tiek tiesioginis, tiek netiesioginis
psichosocialinio streso poveikis Sirdies ir kraujagysliy sistemai [5].
Tiesioginis poveikis yra pagrjstas dél streso isskiriamy hormony biologiniu
poveikiu, pasireiSkianéiu atsparumu insulinui, padidéjusiu arteriniu kraujo
spaudimu ir Sirdies susitraukimy dazniu, centrinio tipo nutukimu, imuninés
sistemos veiklos sutrikimais, intensyvesniu sisteminiu ir arterijos sieneléje
vykstanciu lokaliu uzdegiminiu procesu [6-8]. Netiesioginis poveikis gali bati
susijes su elgsenos pokyciais: rikymu, kaloringo maisto ir alkoholio
vartojimu, sumazéjusiu fiziniu aktyvumu, dienos rezimo nesilaikymu [7].
Nors démesys psichosocialiniams veiksniams vis didéja ir jy svarba yra
pabréziama 2021 m. publikuotose Europos kardiology draugijos Sirdies ir
kraujagysliy ligy prevencijos klinikingje praktikoje rekomendacijose [5],
streso kaip rizikos veiksnio supratimas ir streso valdymo programy taikymas
klinikinéje praktikoje vis dar yra ribotas.

2.2.Darbo naujumas ir reikSmeé

Pagrindinis psichosocialinio streso tyrimy ribotumas yra universalids ir
validuotos streso vertinimo metodikos triikumas. Moksliniuose tyrimuose
stresas vertinamas skirtingais metodais: respondentams pildant streso
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vertinimo klausimynus [9,10], atliekant specialias apklausas tiesioginio
interviu budu [11], taip pat skaiCiuojant alostatinio kriivio indeksa [12] bei
matuojant kortizolio koncentracijg jvairiuose biologiniuose éminiuose [13—
15]. Siame tyrime sickéme kompleksiskai jvertinti tiriamyjy streso lygj:
naudojome anketinés apklausos metodus, skai¢iavome alostatinio kriivio
indekso vertes bei nustatéme steroidiniy hormony koncentracijas plauky
éminiuose.

Nors visi minéti streso vertinimo metodai taikomi gana placiai, pastaruoju
desimtmeciu labiausiai susidométa kortizolio koncentracijos plaukuose
nustatymu tiriant létinj stresa ir su juo susijusias bukles — létinio skausmo
sindromg [16], miego sutrikimus [17], depresija ir nerimo sutrikimus [18],
bipolinj sutrikima [19]. Publikuojama vis daugiau moksliniy darby, kuriuose
tyrinéjamos kortizolio koncentracijos plaukuose sasajos su sergamumu Sirdies
ir kraujagysliy ligomis bei Siy ligy rizikos veiksniais [7], taciau beveik
neatlikta tyrimy, kuriuose bty analizuojama kity su stresu siejamy hormony
— kortizono bei dehidroepiandrosterono — svarba Sirdies ir kraujagysliy ligy
rizikai vertinti.

Iki $iol ir Lietuvoje tokio tipo tyrimy nebuvo atlikta, ta¢iau hipotezé, jog
psichosocialinis stresas yra veiksnys, Kkuris galéty paaiskinti itin didelj
Lietuvos populiacijos sergamumg SKL, pirma karta buvo iskelta bendrame
Lietuvos ir Svedijos mokslininky projekte ,,LiVicordia“. Pazymétina, jog
projekto vykdymo laikotarpiu Lietuvoje vidutinio amziaus vyry mirtingumas
nuo SKL buvo apie keturis kartus didesnis nei Svedijoje. Minéto mokslinio
tyrimo rezultatai parodé, jog Vilniaus vyry imtyje rytiné kortizolio
koncentracija seilése ir kraujo serume buvo statistiskai reikSmingai didesné,
palyginti su to paties amZiaus Lin¢iopingo tiriamaisiais. Taip pat pastebéta,
jog atsakas j laboratorijoje sukelta timinj stresg Vilniaus vyry imtyje buvo
statistiskai reikSmingai silpnesnis nei Lin¢iopingo tiriamyjy grupéje [20]. Visa
tai leido daryti prielaida, jog Lietuvoje patiriamas didesnis psichosocialinis
stresas reik§mingai prisideda prie auksty mirtingumo nuo SKL rodikliy.

Vykdant §j disertacinj darbg Lietuvoje pirma karta jdiegtas ESCh-MS/MS
metodas steroidiniy hormony koncentracijoms plaukuose nustatyti. Tyrima
vykdéme dviejose tiriamyjy grupése: jauny ir vidutinio amziaus vyry (25-55
m.) bei vidutinio ir vyresnio amziaus (50-64 m.) motery. Nors naujausi
epidemiologiniy tyrimy duomenys rodo, kad Europoje daugiau motery nei
vyry mirsta nuo SKL (2,00 mIn. vs. 1,76 min. mir&iy per metus), mirtingumo
rodiklius standartizavus pagal amziy stebimas didesnis vyry mirtingumas nuo
SKL (motery — 441 atvejis/100 takst. gyv. vs. vyry — 551 atvejis/100 tikst.
gyv.). Pazymétina, kad jaunesniy nei 70 m. amziaus vyry mirtingumas nuo
SKL yra daugiau nei du kartus didesnis nei to paties amziaus motery [21].
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Gauti tyrimy rezultatai naudingi tiek fundamentiniu, tiek praktiniu
pozitiriu. Suvokus sasajas tarp létinio streso ir SKL rizikos, biity galima
tiksliau jvertinti konkretaus asmens rizikg sirgti SKL ir laiku imtis tinkamos
prevencijos, o jdiegta steroidiniy hormony tyrimo plaukuose metodika biity
naudinga vertinant prevenciniy priemoniy, pavyzdziui, streso valdymo
programy, efektyvuma.

2.3.Darbo tikslas

Ivertinti streso metu i$skiriamy steroidiniy hormony koncentracijy
plaukuose sasajas su Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos veiksniais bei
absoliucigja rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis jauny ir vidutinio
amziaus vyry bei vidutinio ir vyresnio amziaus motery imtyse.

2.4.Darbo uzdaviniai

1. Idiegti efektyviosios skys¢iy chromatografijos ir tandeminés masiy
spektrometrijos (ESCh-MS/MS) metoda steroidiniy hormony
koncentracijoms plauky éminiuose nustatyti.

2. Jvertinti steroidiniy hormony (kortizolio, kortizono,
dehidroepiandrosterono) koncentracijy plaukuose sasajas su tiriamyjy
antropometriniais rodikliais, angliavandeniy bei lipidy apykaitos
zymenimis ir SCORE2 jver¢iu.

3. Ivertinti steroidiniy hormony (kortizolio, kortizono
dehidroepiandrosterono)  koncentracijy  plaukuose sasajas  su
metabolinio sindromo i$sivystymo rizika.

4. I8analizuoti rysius tarp objektyviy létinio streso vertinimo rodikliy
(steroidiniy hormony plaukuose ir alostatinio krivio indekso) ir
respondenty subjektyviai vertinamy streso, nerimo lygio bei miego
kokybés rodikliy.

2.5.Ginamieji teiginiai

1. Efektyvioji skys¢iy chromatografija ir tandeminé masiy spektrometrija
yra dideliu jautrumu ir specifiSkumu pasizymintis analizés metodas,
kurj naudojant galima patikimai jvertinti Steroidiniy hormony
koncentracijas plauky éminiuose.

2. [Tllgalaiké gliukokortikoidy sekrecija yra sietina su didesniu tradiciniy
Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos veiksniy ir metabolinio sindromo
dazniu bei didesne absoliudigja rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy
ligomis.
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3. Stebimas statistiSkai reikSmingas tiesioginis rySys tarp Kortizolio
koncentracijos plaukuose ir alostatinio kriivio indekso verciy, taciau
rysiai tarp objektyviy létinio streso Zymeny ir subjektyviai respondenty
vertinamo streso bei miego kokybés rodikliy yra labai silpni.
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3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Streso samprata ir atsako j stresoriy mechanizmai

Stresas — organizmo homeostazés sutrikdymas dél emociniy ar fiziniy
stresoriy poveikio [6,14]. Fiziologinis streso poveikis labai priklauso nuo
individualaus stresoriaus grésmés suvokimo, todél stresoriumi vadinamos
naujos, nenuspé&jamos situacijos, keliancios grésme¢ asmens ego ir kontrolés
praradimo jausma [22].

Fiziologinj atsakq j stresoriy sukelia simpatinés nervy sistemos (SNS) bei
pogumburio-hipofizés-antinks¢iy (PHA) asies aktyvacija [6, 14]. Atsako |
dirgiklj pradzioje (t. y. pirmosiomis sekundémis po susidiirimo su stresoriumi)
SNS aktyvumas padidéja: smegeny kamieno melsvosios démés (LC, lot. locus
caeruleus) A1/A2 centruose skatinama noradrenalino sekrecija, o antinkséiy
Serdyje acetilcholinui veikiant chromafininiy lasteliy muskarininius
receptorius iSskiriamas adrenalinas ir noradrenalinas. Katecholaminai,
sagveikaudami su o ir  adrenerginiais receptoriais $irdies raumenyje ir
kraujagysliy sienelése, lemia Sirdies susitraukimy daznio ir kraujo spaudimo
padidéjimg — smegenys ir raumenys efektyviau apriipinami krauju, vyksta
,,kovok arba bék* (angl. fight or flight) reakcija [6].

Tolesnis atsakas  stresoriy vyksta aktyvinant neuroendokrining PHA asj.
Pogumburio paraventrikuliniame branduolyje iSskiriami kortikotroping
atpalaiduojantis hormonas (CRH, angl. corticotropin-releasing hormone) ir
arginino vazopresinas (AVP). CRH jungiasi prie specifiniy su G baltymais
susijusiy priekingje hipofizés dalyje esan¢iy CRFR1 receptoriy (angl.
corticotropin-releasing factor type 1 receptors), aktyvina adenilato ciklaze,
didina vidulastelinio ciklinio adenozino monofosfato (CAMP) kiekj ir skatina
adrenokortikotropinio hormono (AKTH) i8siskyrimg, aktyvina nuo cAMP
priklausomos baltymy kinazés A signalinj kelig ir skatina POMC geno,
koduojan¢io AKTH pirmtaka proopiomelanokorting (POMC), raiskg. AVP
budingas sinerginis veikimas: AVP jungiasi prie arginino vazopresino
receptoriy 1B (AVPR1B, angl. arginine vasopressin receptor 1B),
aktyvinamas baltymy kinazés C signalinis kelias ir skatinama POMC sinteze,
taip pat AVP skatina CRFRI receptoriy raiSka priekinéje hipofizés dalyje.
Issiskyres AKTH antinks¢iy pluostinés zonos (lot. zona fasciculata) lastelése
jungiasi su 2 tipo melanokortino receptoriais (MC2R, angl. melanocortin 2
receptor), aktyvina adenilato ciklaze, todél didéja vidulgstelinio cAMP
koncentracija ir skatinama cholesterolio — kortizolio ir kity steroidiniy
hormony pirmtako — biosintezé [6, 14, 23]. Didziausia Kkortizolio
koncentracija nustatoma praéjus 15-20 min. po atsiradusio dirgiklio [14].
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Tiek noradrenerginé sistema, tick PHA aSis reguliuojama neigiamo
griztamojo rySio principu: i§ LC iSsiskyres noradrenalinas slopina
noradrenerging sistema, o galutinis PHA aSies produktas kortizolis mazina
AKTH ir CRH issiskyrima [6, 24]. Literatiiroje apraSomas funkcinis rySys tarp
minéty pagrindiniy atsako | stresoriy komponenty. Nustatyta, jog CRH
i§siskyrimas pogumburyje skatina noradrenalino iSsiskyrimg LC, o Sis savo
ruoztu aktyvina CRH sekrecija. Taip pat CRH ir noradrenerginé sistema
aktyvina mezokortikaling ir mezolimbing dopaminergines sistemas, o $ios
pasizymi  slopinamuoju  poveikiu  pagrindiniams  streso  sistemos
komponentams. Paminétinas ir CRH sekretuojan¢iy neurony bei
noradrenerginés sistemos rySys su aukstesniaisiais centrinés nervy sistemos
centrais — migdoliniu kinu (lot. amygdala), atsakingu uz baimés ir pyk¢io
jausmy atsiradimg, bei Amono ragu (lot. hippocampus), Kkuris svarbus
atminties, mokymosi procesams, motyvacijos formavimuisi. CRH
i§siskyrimas skatina a-melanocitus stimuliuojan¢io hormono ir B-endorfino
iSsiskyrimg i§ pogumburio arkinio branduolio (angl. arcuate nucleus), o
minétos molekulés slopina CRH sekrecijg ir noradrenerginés sistemos
aktyvumg [6, 24]. Nustatyta, jog neuromediatoriai serotoninas, acetilcholinas
skatina, o benzodiazepinas (BZD), y-aminobutiratas (GABA) slopina
noradrenerging sistemg ir CRH sekrecija. Naujausiy tyrimy rezultatai parode,
jog reik8minga poveikj atsako j stresoriy sistemai, tikétina, turi neuropeptidas
Y (NPY), leptinas, medziaga P (SP) [6]. Apibendrinta streso sistemos
komponenty ir jy funkcinés sgveikos schema pateikiama 1 paveiksle.
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1 pav. Streso sistemos komponentai ir jy funkciné sgveika (pritaikyta pagal
Nicolaides N. C. et al., 2014 [6])

3.2.Streso vertinimo metodai

Moksliniuose tyrimuose, kuriuose nagrinéjamas jvairiy psichosocialiniy
stresoriy poveikis psichinei ir fizinei asmens sveikatai, vis dar susiduriama su
standartizuoty streso vertinimo metody stoka. Pagrindiniai literatliroje
nagrinéjami létinio streso vertinimo metodai yra biocheminiy Zymeny tyrimai,
alostatinio kriivio indekso skai¢iavimas bei tiriamyjy pildomi streso vertinimo
klausimynai, tyréjy vykdomi interviu ar automatinés klausimyny principu
sukurtos streso vertinimo sistemos [25, 26].
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3.2.1. Steroidiniai hormonai — biocheminiai streso Zymenys

Stresas aktyvina neuroendokrining PHA asj, todél steroidinius hormonus
galima panaudoti kaip objektyvius biologinius streso Zymenis. Dazniausiai
psichosocialinio streso tyrimuose kaip Giminio ar létinio streso biocheminis
zymuo naudojamas kortizolis [15, 16, 27], taciau vis didesnis démesys
skiriamas kortizolio metabolito kortizono bei androgeny pirmtako
dehidroepiandrosterono bei jo sulfato kaip papildomy streso biocheminiy
Zymeny tyrimams [28, 29].

3.2.2. Steroidiniy hormony biosintezé

Zmogaus organizme steroidiniai hormonai de novo sintetinami i3
cholesterolio antinksCiy zievéje, lytinése liaukose ir placentoje [30-32].
Transkriptomikos tyrimai parodé, jog kai kuriy steroidiniy hormony sintezéje
dalyvaujanciy fermenty raiSka vyksta Sirdyje bei smegenyse, taciau Siuose
organuose nenustatyta reikSmingy biologiskai aktyviy hormony kiekiy [33].
Steroidiniy hormony biosintezei naudojamas cholesterolis j Igstele patenka
receptorinés endocitozés biidu mazo tankio lipoproteiny sudétyje
cholesterolio esteriy pavidalu, taciau tam tikruose audiniuose ar organuose
(pvz. antinks¢iuose) cholesterolis lasteliy endoplazminiame tinkle gali buti
sintetinamas de novo i§ acetil-KoA [32]. Endosomose cholesterolio esteriai
veikiant riigstinei lizosomy lipazei hidrolizuojami iki laisvojo cholesterolio.
Tropiniai hormonai (adrenokortikotropinis ir liuteinizuojantis hormonai)
didina vidulastelinio CAMP kiekj antinkséiuose, o pastarasis slopina acil-
KoA-cholesterolio aciltransferazés aktyvumg ir aktyvina [-hidroksi-p-
metilglutaril-KoA reduktaze — lIgsteléje didéja laisvojo cholesterolio kiekis.
Laisvasis cholesterolis endosomoje susijungia su NPC1 ir NPC2 (angl. NPC
intracellular cholesterol transporter 1/2) glikoproteinais ir yra perneSamas i$
endosomos j Igstelés citoplazma. I§ citoplazmos cholesterolis kartu su START
(angl. StAR-related lipid transfer) domena turinéiais pernasos baltymais
(zinduoliy organizme StarD1-15) pasiekia iSoring mitochondrijy membrana,
o joje susijunges su StAR (angl. steroidogenic acute regulatory protein)
baltymu, saveikaujan¢iu su iSorinés mitochondrijy membranos baltymy
kompleksu, patenka j viding mitochondrijy membrang, kurioje vyksta pirmoji
steroidiniy hormony biosintezés reakcija [33, 34].

Steroidogenezéje dalyvauja dviejy funkciniy klasiy fermentai: citochromai
P450 (CYP) ir hidroksisteroido dehidrogenazés (HSD). Hemo prosteting
grupe struktaroje turintys CYP, panaudodami redukuotg nikotinamido
adenino dinukleotido fosfata (NADPH) kaip elektrony donorg, aktyvina
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molekulinj deguonj ir fermentinés reakcijos metu vienas deguonies atomas
oksiduoja substrato molekule, o kitas deguonies atomas redukuojamas iki
vandens molekulés [31, 34]. CYP Katalizuojamos reakcijos yra negrjZztamos
[31, 32].

ISskiriami du CYP tipai:

e 1 tipo CYP issidéste mitochondrijy vidinéje membranoje ir yra
priklausomi nuo elektrony pernasoje dalyvaujancio flavoproteino
feredoksino reduktazés (FDXR, angl. ferredoxin reductase) ir
gelezies-sieros baltymo feredoksino (FDX, angl. ferredoxin) [31].
Pagrindiniai $io tipo fermenty atstovai yra CYP11Al, CYP11B1,
CYP11B2 [32, 34].

e 2tipo CYP issidéste endoplazminiame tinkle ir yra priklausomi nuo
elektrony pernasoje dalyvaujancio fermento -citochromo P450
oksidoreduktazés (POR), kurios sudétyje kaip kofermentai veikia
flavino adenino dinukleotidas (FAD) ir flavino mononukleotidas
(FMN) [31]. Pagrindiniai $io tipo fermenty atstovai yra CYP17Al,
CYP21A2, CYP19A1 [32, 34].

HSD fermentai kaip kofaktorius naudoja NAD(P)H ir NAD(P)* bei
katalizuoja hidroksisteroido virtimo atitinkamu ketosteroidu tiesioging ir
atvirk$ting reakcijas [31]. Pagrindinés steroidiniy hormony sintezéje
dalyvaujancios HSD yra HSD3B2, HSD11B1, HSD11B2, HSD17 [32,34].

3.2.2.1. Steroidiniy hormony sintezé antinksciy zievéje

Antinks¢iy Zzievéje sintetinami mineralkortikoidai, gliukokortikoidai,
androgenai ir jy pirmtakai. Antinksciy zievé skirstoma j tris funkcines zonas,
kuriose d¢l fermentus koduojanciy geny raiskos skirtumy vyksta skirtingy
steroidiniy hormony sintezé. Visy steroidiniy hormony biosintezés pirmoji
reakcija yra mitochondrijose vykstantis ir CYP11Al Kkatalizuojamas
cholesterolio virtimas pregnenolonu [30-33]. Tolesnés reakcijos yra sriciai
specifinés (2 pav.):

e Kamuolinégje srityje (lot. zona glomerulosa) vyksta renino-
angiotenzino-aldosterono  sistemos  reguliuojama  aldosterono
biosintez¢.  Veikiant HSD3B2 i§ pregnenolono  susidaro
progesteronas. Progesteronas, katalizuojant fermentui CYP21A2,
ver¢iamas j 11-deoksikortikosterong (DOC), o pastarasis, veikiant
CYP11B, virsta kortikosteronu, kurj CYP11B2 (aldosterono sintazé)
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per tarpinj produkta 18-hidroksikortikosterong vercia j aldosterong
[31].

Pluostinéje srityje (lot. zona fasciculata) vyksta PHA aSies
reguliuojama kortizolio biosintezé. Veikiant HSD3B2 ir CYP17A1 i§
pregnenolono  susidaro  17a-hidroksiprogesteronas  (170HP).
CYP21A2 katalizuoja 170HP virtima 11-deoksikortizoliu, o is jo
veikiant CYP11B1 susidaro kortizolis [31].

Tinklinéje srityje (lot. zona reticularis) vyksta
dehidroepiandrosterono  (DHEA) ir jo sulfato (DHEA-S),
androstendiono (A4), 11p-hidroksiandrostendiono (110HA4) bei
testosterono (T) biosintezé. Veikiant CYP17Al i§ pregnenolono
susidaro  17o-hidroksipregnenolonas  (170HPreg). CYP17A1
pasizymi 17,20-liaziniu aktyvumu ir 170HPreg verc¢ia | DHEA.
CYP17A1 17,20-liaziniam aktyvumui kaip kofermentas bitinas
citochromas b5. DHEA sintezg reguliuoja PHA asis, taciau, skirtingai
nei kortizolis, DHEA neslopina PHA aSies neigiamo grjztamojo rySio
principu. Didzioji antinksCiy Zievés pluostingje srityje susintetinto
DHEA dalis, katalizuojant DHEA sulfotransferazei (SULT2AL),
veréiama | DHEA-S [33]. DHEA ir Kity steroidiniy hormony
sulfoninimas vyksta per tarpinio junginio — universalaus sulfo grupiy
donoro 3’'-fosfoadenozino-5'-fosfosulfato — susidaryma (PAPS).
PAPS sintezeje dalyvauja fermentas PAPS sintazé (PAPSS). Taip pat
DHEA veikiant HSD3B2 gali virsti j androstendiong, o i§ jo,
katalizuojant aldo-keto reduktazei (AKR1C3), susidaro testosteronas
(M) 311
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2 pav. Steroidiniy hormony biosintezés antinks¢iy zievéje bei metabolizmo
periferiniuose audiniuose reakcijos (pritaikyta pagal Schiffer L. et al., 2019

[31])

3.2.2.2. Steroidiniy hormony sintezé lytinése liaukose

Steroidiniy hormony sintezg lytinése liaukose reguliuoja pogumburio-
hipofizés-gonady (PHG) asis. Pogumburyje sintetinamas gonadotropinus
atpalaiduojantis hormonas (GnRH), kuris skatina liuteinizuojanc¢io hormono
(LH) ir folikulus stimuliuojan¢io hormono (FSH) sinteze. Pastarieji skatina
androgeny ir estrogeny sekrecijg lytinése liaukose. PHG reguliuojama
neigiamo grjZtamojo rysio principu: estrogenai ir androgenai veikia hipofizéje
ir pogumburyje esanéius receptorius, slopindami GnRH ir LH bei FSH sintez¢
[35].

Séklidziy Leidigo lgstelése sintetinamas T, A4, DHEA. DHEA Leidigo
lastelése sintetinamas tuo paciu sintezés keliu kaip ir antinksCiy tinklinés
srities lastelése, taciau Leidigo lastelése nevyksta fermento SULT2AI1 raiska,
todél DHEA veikiant HSD3B2 ver¢iamas j A4 arba katalizuojant HSD17B3
virsta | androstendiolj (5-Adiol). A4 ir androstendiolis panaudojami kaip
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testosterono sintezés substratai. Kiausidziy theca lastelése daugiausia
sintetinama androstendiono ir progesterono, taip pat gaminama Siek tiek
DHEA ir testosterono, o granulosa lastelése sintetinamas 17p3-estradiolis. A4
ir testosteronas theca lastelése susidaro vykstant tokioms pa¢ioms reakcijoms
kaip ir antinks¢iy zievés lastelése. Abu minéti hormonai patenka j granulosa
lasteles ir veikiant fermentui CYP19A1 (aromataze) sintetinamas estronas, i$
kurio katalizuojant HSD17B1 susidaro 17pB-estradiolis. Theca lgstelése
intensyviai sintetinamas fermentas estrogeny sulfotransferaz¢ (SULT1EL),
katalizuojanti estrono sulfato susidaryma [31-33] (3 pav.). Paminétina, jog
kiauSidése androgeny ir estrogeny sintezei kaip substratai naudojami ir
antinksciuose susintetinti DHEA ir A4. Androgeny sintezé lytinése liaukose
intensyviausia brendimo laikotarpiu, moterims reik§mingai sumazéja po
menopauzeés, o vyrams androgeny koncentracija itin sumazéja nuo 60 mety
amziaus [31].
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3 pav. Steroidiniy hormony biosintezés lytinése liaukose reakcijos (pritaikyta
pagal Schiffer L. et al., 2019 [31])

3.2.3. Steroidiniai hormonai kraujyje ir jy metabolizmas periferiniuose
audiniuose

Svarbiausias kraujyje nustatomas mineralkortikoidas yra aldosteronas, taip
pat aptinkamos nedidelés koncentracijos S$io hormono pirmtaky — DOC,
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kortikosterono, 18-hidroksikortikosterono. Didzioji kraujyje cirkuliuojancio
aldosterono dalis yra laisvas hormonas, o 1/3 $io hormono yra susijungusio su
baltymais — kortikosteroidus sujungian¢iu globulinu (angl. corticosteroid
binding globulin, CBG) ir alouminu [31].

Svarbiausi kraujyje nustatomi gliukokortikoidai yra kortizolis ir
kortizonas. Kortizolio virsma kortizonu katalizuoja fermentas 11f-
hidroksisteroido dehidrogenazé 2 (HSD11B2) (2 pav.). Minéto fermento
raiSka intensyviausiai vyksta mineralkortikoidy organuose taikiniuose —
inksty zievingje dalyje, zarnyne, seiliy ir prakaito liaukose bei placentoje.
HSD11B2 katalizuojama reakcija apsaugo mineralkortikoidy receptorius
(MR) nuo jy aktyvinimo kortizoliu, kurio koncentracija kraujo plazmoje yra
100-1000 karty didesné nei aldosterono [36]. Kortizono virsmg aktyviu
kortizoliu katalizuoja 11pB-hidroksisteroido dehidrogenazé¢ 1 (HSD11B1)
(2 pav.), kurios intensyvi raiska nustatyta kepenyse, smegenyse, baltajame
riebaliniame audinyje, raumenyse, odoje ir kauluose [33]. Kortizolio ir
kortizono koncentracijy santykis kraujyje yra gana pastovus, taciau zinoma,
jog audiniams specifiné HSDI1B1 raiska lemia vidulgstelinius
gliukokortikoidy koncentracijy pokycius. Nustatyta, jog kraujotakoje 80—
90 % kortizolio yra susijungusio su CBG, 5-10 % sudaro kompleksa su
albuminu, o <10 % nustatoma laisvo hormono [31].

Literattiros Saltiniuose teigiama, jog kraujyje aptinkami antinksciy zievéje
ir lytinése liaukose susintetinti aktyvis androgenai bei neaktyviis jy pirmtakai.
Svarbiausias vyry ir reprodukcinio amZiaus motery androgenas —
testosteronas. Vyry kraujo serume nustatoma apie 10 karty didesné
testosterono koncentracija nei motery, pagrindinis testosterono Saltinis vyry
organizme yra séklidés ir tik nedidelé hormono dalis sintetinama
antinks¢iuose. Motery organizme 50 % kraujotakoje esancio testosterono
susidaro antinksciuose ir kiausidése, o likusi dalis sintetinama periferiniuose
audiniuose i§ androgeny pirmtaky, pvz. androstendiono. Periferiniy audiniy
lastelese A4 yra fermento AKR1C3, katalizuojancio A4 virsmga testosteronu,
substratas. Tolimesniy reakcijy metu katalizuojant steroidy 5a-reduktazei
(SRD5A) vyksta testosterono redukcija iki 5a-dihidrotestosterono —hormono,
kuriam buidingas stipriausias androgeninis poveikis. Intensyviausia SRD5A
raiSka vyksta kepenyse, smegenyse, odoje ir priesinéje liaukoje [33]. Kiti
kraujyje nustatomi androgeny pirmtakai yra DHEA, DHEA-S, A4, 110HA4
bei androstendiolio sulfatas. Periferiniuose audiniuose (daugiausia kepenyse)
i§ 110HA4 veikiant HSD11B2 susidaro 11-ketoandrostendionas (11KA4).
AKR1C3 katalizuojamoje reakcijoje 11KA4 virsta 11-ketotestosteronu (11-
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KT) (2 pav.), kuris pasizymi panasiu afiniSkumu androgeny receptoriams kaip
ir testosteronas [31].

Kraujyje aptinkami trys estrogeny klasés hormonai — estronas, estrono
sulfatas ir 17B-estradiolis. Pastarasis yra laikomas biologiskai aktyvia forma.
Moterims postmenopauziniu laikotarpiu ir vyrams yra itin svarbi estrogeny
sintezé periferiniuose audiniuose (daugiausia baltajame riebaliniame
audinyje) i§ antinksCiuose susintetinty androgeny ir jy pirmtaky veikiant
fermentams CYP19A1 ir HSD17B1 [33]. Aktyviems androgenams
(dihidrotestosteronui, testosteronui) ir estrogenams btdingas didelis
afiniSkumas lytinius hormonus sujungian¢iam globulinui (SHBG, angl. sex
hormone binding globulin) ir gerokai mazesnis giminingumas albuminui,
todé¢l didzioji dalis minéty hormony kraujyje yra susijunge su SHBG. Tik
1-2% androgeny ir estrogeny kraujyje cirkuliuoja laisvi. Vienintelis
natiiraliai organizme egzistuojantis ir kraujyje nustatomas progestogeny
klasés atstovas yra progesteronas. Didziausios jo koncentracijos biiding0s
reprodukcinio amziaus moterims, ypa¢ antrajame ir treCiajame néStumo
trimestre, gerokai mazesnés koncentracijos aptinkamos postmenopauziniu
laikotarpiu, o vyry kraujo plazmoje randami labai nedideli progesterono
kiekiai. Nustatyta, jog didzioji dalis kraujyje esanCio progesterono yra
sujungto su CBG [31].

3.2.4. Alostatinio kruvio indeksas

1993 m. Bruce’as S. McEwen’as ir Eliot’as Stellar’as [37] nagrinédami
sgsajas tarp patiriamo létinio streso ir jvairiy sveikatos sutrikimy
(autonominés nervy sistemos, virskinamojo trakto, Sirdies ir kraujagysliy bei
imuninés sistemy sutrikimy) aprasé¢ alostazés ir alostatinio kriivio teorija.
Alostazé gali biti apibréziama kaip homeostazés palaikymas kintant
pagrindiniy  fiziologiniy  sistemy  (autonominés nervy  sistemos,
neuroendokrininés, imuninés) aktyvumui, 0 alostatinis kravis (AK) — tai
létinio streso sukeltas organizmo ,,susidévéjimas®, pasireiSkiantis alostaze
palaikan¢iy fiziologiniy sistemy disfunkcija. Naudojantis minéta teorija
létinio streso lygiui jvertinti buvo pasitlyta skaiCiuoti alostatinio kriivio
indeksa — objektyvy alostatinio kravio dydzio jvertinimo rodiklj [38—40].
Haley W. Parker’io su kolegomis 2022 m. publikuotos metaanalizés
duomenimis [41], didesnis alostatinio kravio indeksas yra siejamas su 22 %
didesniu mirtingumu nuo jvairiy prieZas¢iy (angl. all-cause mortality) bei
31 % didesniu mirtingumu nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy.

AK indeksui skai¢iuoti naudojami skirtingy organizmo fiziologiniy
sistemy — neuroendokrininés, metabolinés, kardiovaskulinés, imuninés,
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kvépavimo, Salinimo — veiklg atspindintys Zymenys ir rodikliai. Dazniausiai
moksliniuose tyrimuose tuo tikslu naudojami minéty sistemy rodikliai

pateikiami 1 lentel¢je.

1 lentelé. AK indeksui skai¢iuoti naudojami Zymenys ir rodikliai [40]

Sistema

Zymuo/rodiklis

Neuroendokrininé

Kortizolis

Dehidroepiandrosterono sulfatas
Dopaminas

Adrenenalinas

Noradrenalinas

Skydliauke stimuliuojantis hormonas

Metaboliné

Kiuno masés indeksas
Cholesterolis

Gliukozé

Glikozilintas hemoglobinas
DTL-cholesterolis
HOMA-IR

Insulinas

IGF-1

MTL-cholesterolis
Triacilgliceroliai

Liemens apimtis

Liemens ir kluby apim¢iy santykis

Kardiovaskuliné

Albuminas

Avrterinis kraujo spaudimas

Sirdies ritmo variabilumas

Sirdies susitraukimy daznis ramybéje
Pulsinis spaudimas

Imuniné

CRB

E-selektinas

Eritrocity nusédimo greitis
Fibrinogenas

ICAM-1

IL-6

Neutrofily procentiné dalis
TNF-o

Leukocity skaiéius

Kvépavimo

Forsuoto iskvépimo tiiris per pirma sekunde
Maksimalus iskvépimo greitis

Salinimo

Kreatininas
Homocisteinas

Santrumpos: DTL — didelio tankio lipoproteinai, HOMA-IR — atsparumo insulinui
indeksas (angl. Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance), IGF-1 — |
insuling panaSus augimo veiksnys 1, MTL — mazo tankio lipoproteinai, CRB — C
reaktyvusis baltymas, ICAM-1 - tarplasteliné adhezijos molekulé 1, IL-6 —
interleukinas 6, TNF-o — naviko nekrozés veiksnys a.
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Paminétina, jog AK indekso skaic¢iavimo metodika néra standartizuota —
skirtinguose tyrimuose naudojami skirtingi rodikliai, taip pat jvairuoja ir
naudojamy rodikliy skaicius. | AK indekso skai¢iavima jtraukiamy rodikliy
vertés kei¢iamos j dichotominius (0 ir 1) kintamuosius ribinémis reikSmémis
(angl. cut-off) pasirenkant kliniskai reik§mingas vertes, tiriamyjy imtj dalijant
j kvartilius ar kvantilius arba taikant kombinuotg skai¢iavimo metodika [38].

3.2.5. Steroidiniy hormony tyrimai Zmogaus biologiniuose éminiuose

Klinikinés diagnostikos laboratorijose steroidiniy hormony koncentracijai
jvertinti naudojami kraujo serumo ir §lapimo éminiai, tac¢iau moksliniuose
tyrimuose vis daugiau démesio skiriama hormony koncentracijai nustatyti
seiliy, plauky bei nagy éminivuose [42-44]. Seiliy surinkimo, prieSingai nei
kraujo paémimo, procediira yra neinvaziné, nesudétinga, éminj paprasta
laikyti ir gabenti, seiliy surinkimo procediira tiriamasis gali atlikti
savarankiS$kai bet kuriuo paros metu, taip pat galima daznai rinkti
pakartotinius éminius [43, 45]. Atlikty tyrimy rezultatai parodé, kad
androstenediono, Kortizolio, testosterono koncentracijas seilése ir kraujo
plazmoje sieja tiesiné priklausomybé (atitinkamai r = 0,92, r=0,78, r=0,97),
todél steroidiniy hormony tyrimai seilése galéty biiti gera alternatyva
tyrimams kraujyje [42, 45]. Nepaisant minéty privalumy, yra ir keletas
trikumy: seiliy éminys gali buti uzterStas krauju, gleivémis ar maisto
likuciais, o0 tai gali trukdyti tiksliai jvertinti steroidiniy hormony
koncentracijas [43, 45]. Be to, seilése steroidiniy hormony koncentracija yra
mazesné nei kraujo serume, todél bitina taikyti didesniu jautrumu
pasizymincius analizés metodus [42]. Tiriant kraujo serumo ar seiliy méginius
jvertinami tik trumpalaikiai steroidiniy hormony koncentracijos svyravimai,
todél, siekiant nustatyti ilgalaikius hormony koncentracijos poky¢ius,
naudojami plauky ir nagy éminiai [44, 45] (2 lentelé).

Daugumoje atlikty tyrimy plauky méginiuose tiriama Kortizolio
koncentracija, taCiau taikant itin jautrius ir specifiSkus analizés metodus
galima iSmatuoti ir testosterono, estradiolio, progesterono, kortizono, DHEA
koncentracijas [46]. Plauky éminiy surinkimo procediira yra nesudétinga,
éminius lengva gabenti, nereikalingos specialios jy laikymo salygos, analizei
pakanka nedidelio plauky éminio kiekio (~10 mg). Plauky surinkimo
procediira yra neinvaziné, nesukelia skausmo, néra infekcijy plitimo rizikos.
Svarbu tai, kad plaukai pasiZymi ,,ilgalaike atmintimi® ir analizés metu gauti
rezultatai atspindi ilgalaikius pokyCius, o ne momenting hormony
koncentracijg ar trumpalaikius koncentracijos svyravimus [47, 48], todél
plaukai yra netinkami per paskutines minutes ar valandas iki tyrimo
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jvykusiems Giminiams pokyc¢iams vertinti [49] (2 lentelé). Siekiant nustatyti
ilgalaikius pokycius, svarbu atsizvelgti | tyrimui parenkamo plauky éminio
ilgj. Kiekvieno Zmogaus plauky augimo greitis yra skirtingas, taciau
vidutiniskai per ménesj plaukai paauga ~1 cm. Dél plauky ,,iSplovimo* efekto
tinkamiausi tyrimui yra ne ilgesni nei 6 cm plaukai, t. y. maksimaliai galima
jvertinti steroidiniy hormony sekrecija 6 mén. laikotarpiu iki tyrimo [50]. Taip
yra dél to, kad labiausiai nuo galvos odos nutole plaukai yra intensyviau ir
ilgiau veikiami ultravioletinés (UV) spinduliuotés, daznai plaunant plaukus ar
juos veikiant cheminémis priemonémis steroidiniai hormonai gali buti
»isplaunami®, t. y. pasalinami i§ plauko vidiniy struktiry [51]. Dar vienas
svarbus aspektas — galima iSoriné plauko tarSa dél aplinkos poveikio, fizinio
kontakto su cheminémis medZiagomis ar kremy bei tepaly, kuriy sudétyje yra
steroidiniy hormony, naudojimo [52]. J. G. Abell’io ir bendraautoriy [53]
atlikty tyrimy duomenimis, steroidiniy hormony koncentracija priklauso nuo
Iyties ir amziaus, taip pat jtakos gali turéti iSoriniai veiksniai, pavyzdziui,
plauky priezitiros priemonés (plauky dazai, Sampiinai, cheminis apdorojimas).
G. Noppe [54] nustaté, kad daznas galvos odos ir plauky plovimas, plauky
priezitiros produkty naudojimas ar plauky tipas neturi jtakos kortizolio
koncentracijos pokyc¢iams (atitinkamai p = 0,33, p = 0,73 ir p = 0,22). Taip pat
tyrimo rezultatai parodé, jog kortizolio koncentracija plaukuose nepriklauso
nuo tiriamojo plauky spalvos ar galvos odos prakaito liauky aktyvumo
(atitinkamai p = 0,72 ir p = 0,25).

Kaip vertinga alternatyva steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose
tyrimams gali bGti naudojami nagy éminiai. Manoma, jog 1 mm laisvojo nago
krasto atspindi prie§ 3-6 mén. nuo éminio paémimo 10 dieny laikotarpiu
i§siskyrusiy hormony kiekj. Pagrindinis nagy éminiy privalumas yra
neinvazinis ir paprastas éminio surinkimas — éminius tiriamieji gali surinkti
savarankiskai, nereikalingas specialiai apmokytas personalas [44, 55].
Nepaisant minéty privalumy triksta duomeny, kokig jtaka steroidiniy
hormony koncentracijai naguose turi tokie veiksniai kaip vartojami vaistai ir
nagy priezitiros ypatumai. Taip pat nezinomos optimalios nagy éminiy
laikymo salygos: dauguma tyréjy siiilo ilgesniam saugojimo laikotarpiui
éminius Saldyti —20 °C, —30 °C ar —80 °C temperatiiroje, taciau detaliy tyrimy,
kuriuose bty analizuojama éminiy laikymo salygy jtaka steroidiniy hormony
koncentracijai, néra. D¢l Siy priezasCiy plaukai islieka pagrindiniu éminiu
ilgalaikei steroidiniy hormony sekrecijai jvertinti [44].
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2 lentelé. Steroidiniy hormony koncentracijos tyrimams naudojamy éminiy palyginimas [44, 47]

Eminio Eminio R RS Lo Cirkadinio Trumpalallj:_lq
Eminys  laikymo A Gaime hormony - Surinkimo r—. koncentracijos
: S . o koncentracijos metodas - pokyciy
reikalavimai invazi§kumas o poveikis A
jvertinimas jvertinimas
Tyrimas
atliekamas
. nedelsiant arba
Kraujo . . . Venos .
serumas  cminys Invazinis Negalimas punkcija Yra Galimas
uzSaldomas
-20 °C
temperatiiroje
Tyrimas
atliekamas Surenkamos i
nedelsiant arba  Neinvazinis, o !
- . - . . specialius .
Seilés éminys gali sukelti Negalimas lastikinius Yra Galimas
uzsaldomas diskomforta plast e
90 °C mégintuvélius
temperatiiroje
. Neinvazinis,
Tyrimas o .
. taCiau kai
atliekamas . .
: kuriems Surenkamas }
nedelsiantarba .. " ." . .
o . tiriamiesiems . specialy . .
Slapimas éminys aros Slapimo Negalimas vienkartini Néra Negalimas
uzSaldomas paros slap . . !
80 °C surinkimo indelj
temperatiiroje procedira gali

biiti sudétinga
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2 lentelé (tesinys). Steroidiniy hormony koncentracijos tyrimams naudojamy éminiy palyginimas [44, 47]

& o o oL Retrospektyvus . . . Trumpalaiki
Eminio Eminio pexty A . Cirkadinio pa‘arkiy
S : - hormony Surinkimo Ivertintas . koncentracijos
Eminys laikymo paémimo . . . ritmo o
: S 3 o~ koncentracijos metodas laikotarpis S poky¢iy
reikalavimai invaziSkumas o poveikis A
jvertinimas jvertinimas
Kerpama
nedidelé
plauky sruoga
Tamsoje, Neskausmingas nuio Savaités ar
Plaukai ~ kambario - >MINGAS:  Galimas virSugalvio N Néra Negalimas
- . neinvazinis v P menesial
temperatiiroje uzpakalinés
dalies kuo
arCiau galvos
odos
Tyrimas
atliekamas
nedelsiant arba
e . Kerpamas ..
. éminiai Neskausmingas, . R Savaités ar . .
Nagai o . - .- Galimas laisvasis nago L Néra Negalimas
uzSaldomi neinvazinis Kradtas meénesiai
-20°C,-30°C
ar-80 °C
temperatiiroje
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3.2.5.1. Steroidiniy hormony pernasa j plaukus

Tiksliis mechanizmai, kuriais steroidiniai hormonai i§ kraujotakos patenka
1 plauko vidines struktiiras, dar néra gerai Zinomi, taiau manoma, jog
hormonai j plauka patenka pasyvios difuzijos budu i§ kraujo kapiliary j
augancias plauko folikulo lasteles (Serdj), taip pat per prakaito ar riebalines
liaukas [56, 57]. Alternatyvus mechanizmas — lokali PHA asies aktyvacija
plauko folikule, kai aktyvintos plauko folikulo lgstelés pacios geba sintetinti
kortizolj [54]. Todél renkant plauky éminius patartina plaukus kirpti kuo
ar¢iau galvos odos vengiant plauko folikulo patekimo, nes tai lemia Klaidingali
didesnes nustatomas steroidiniy hormony koncentracijas [52] (4 pav.).

3 cm plauky segmentas,
atspindintis stroidiniy hormony

ISoriniai steroidiniy D sekrecijg 3 meén. laikotarpiu

hormony $altiniai

Prakaito liauka

Riebaliné liauka

Plauko folikulas

Kraujotaka Jo

Steroidiniai hormonai

4 pav. Steroidiniy hormony patekimo | plauko vidines strukttras
mechanizmas (A — pasyvi difuzija i§ kraujo kapiliary, B — prakaito liaukos, C
— riebalinés liaukos D — iSoriniai steroidiniy hormony $altiniai) (pritaikyta
pagal Lee D.Y. et al., 2015 [57])
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3.2.5.2. Plauky éminiy paruosimo analizei metody apzvalga

Plauky éminiy paruo$img analizei apima Sie etapai: éminio svérimas,
plovimas ir steroidiniy hormony ekstrakcija. Kai kuriose metodikose prie§
ckstrakcija  atlickamas éminio smulkinimas (homogenizacija) [47].
Daugumoije literataroje apraSomy metodiky prie§ analize atlickami vienas ar
keli plauky plovimo etapai, kurie, priklausomai nuo éminio uZzterStumo,
trunka nuo 2 min. iki 10 min. [58, 59]. Jie butini tam, kad biity paSalintos
analizei trukdancios medziagos: plauky prieziiiros priemonés, prakaito ir
riebaliniy liauky iSskyros ar kitos plauko pavirSiuje aptinkamos medziagos
(epidermio lastelés, kino skysciai). Taip pat plauky plovimo procedira
padeda iSvengti galimo plauky uZterStumo sintetiniais steroidiniais
preparatais. Plauky plovimui naudojami Sie tirpikliai: chloroformas, metileno
chloridas, metanolis, izopropanolis (3 lentel¢). Svarbu tai, kad jie veiksmingai
pasalina plauko pavir§iuje esancias nepageidaujamas medziagas, taCiau
neveikia vidinése plauko struktiirose esanciy steroidiniy hormony. Literatiiros
duomenimis, Siomis savybémis labiausiai pasizymi mazo poliSkumo
organiniai tirpikliai, pavyzdziui, izopropanolis, o vandeniniai tirpalai ar
metanolis gali ,,iSplsti“ plauko struktiira padidindami tikimybe isskirti i$
plauky steroidinius hormonus [47, 60].

Veiksmingai steroidiniy hormony ekstrakcijai svarbi efektyvi plauky
éminio ir ekstrakcijos tirpalo sgveika, tod¢l siekiant padidinti sgveikos
pavirSiaus plota plauky éminiai smulkinami chirurginémis zirklémis iki
~1 mm pluosteliy [56] arba sutrinami rutuliniu maltinéliu (3 lentel¢). Plauky
smulkinimas zirklémis néra standartizuota procediira, todél ji gali lemti
steroidiniy hormony koncentracijos poky¢ius, nes susmulkinty plauky dydis
priklauso nuo to, kaip kruopsciai procedirg atlicka tyréjas. Naudojant
maliinélius su cirkonio oksido karoliukais galima susmulkinti plauky éminius
iki ~5 pum dydzio. Teoriskai tai galéty pagerinti steroidiniy hormony
ekstrakcija 1§ plauky, taciau iki Siol atlikta mazai tyrimy, kuriuose §is plauky
meéginiy ruo$imo buidas biity palygintas su kitais. Be to, daroma prielaida, kad
maliinéliu smulkinant plaukus yra didelé tikimybé prarasti dalj méginio, taip
pat toks éminio ruoSimo biidas gali lemti plaukuose esanciy steroidiniy
hormony skilimo procesus [47]. Naujausiais duomenimis, steroidiniy
hormony iSskyrimas i§ nesmulkinty plauky taip pat gali biiti vertinga
alternatyva. Nors atlikti tyrimai parodé, kad steroidiniy hormony ekstrakcija
i§ plauky éminiy buvo efektyvesné naudojant smulkintus plaukus, analizinio
signalo skirtumas nebuvo didelis, todél tokie steroidiniai hormonai kaip
kortizolis, kortizonas, testosteronas, progesteronas, DHEA, DHEA-S,
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androstendionas, 17a-pregnenolonas nesunkiai gali buti aptinkami naudojant
tiek smulkintus, tiek nesmulkintus plauky éminius [58].

Steroidiniai hormonai i§ plauky i$skiriami naudojant organinius tirpiklius
(pvz.: metanolj, acetong) [47], Sorenseno buferinj tirpala (0,2 M NaH2POy;
0,2 M Na;HPQy,) ar druskos riigstj (3 lentelé) [58]. A. Herane Vives ir kolegy
[61] parengtame apzvalginiame straipsnyje nurodyta, kad dauguma autoriy
kortizolio ekstrakcijai i§ plauky pasirinko metanolj. Metanolis efektyviai
iStirpina neutralius hidrofilinius ir i§ dalies lipofilinius junginius, dél savo
hidrofiliniy savybiy metanolis lengvai prasiskverbia | plauko struktiira, ja
iSpucia ir sudaro poras, pro kurias steroidiniai hormonai i$skiriami j terpe [58,
61, 62]. Nors vandeniniai riigs¢iy tirpalai lemia grynesniy ekstrakty
susidaryma, palyginti su ekstrakcija metanolyje, minéti tirpalai gali sukelti
anali¢iy hidrolize [58]. DazZniausiai plauky méginys steroidiniy hormony
ekstrakcijai yra inkubuojamas per naktj kambario ar 52 °C temperatiiroje.
Taciau kai kurie duomenys rodo, kad po vieno steroidiniy hormony
ekstrakcijos metanolyje etapo vidutiniSkai iSskiriama tik 46 % méginyje
esancio kortizolio kiekio. Keturiy etapy ekstrakcija yra veiksmingesné: jos
metu méginys 15 val. inkubuojamas metanolyje 52 °C temperatiiroje ir 5 min.
kambario temperatiiroje, procediira kartojama du kartus. Taikant minéta
ekstrakcijos biidg iSskiriama 98-100 % méginyje esancio kortizolio kiekio
[47]. Po ekstrakcijos reikalingos papildomos méginiy gryninimo procediiros,
kad nepatekty analizei trukdanciy medziagy. Plauky méginiams dazniausiai
naudojama kietafazé ekstrakcija (KFE) (3 lentel¢) [58]. Siuo metu vis dazniau
jprasta rankinj KFE atlikimo biidg keifia automatizuotos KFE sistemos,
kurios pasiZzymi geresniu atkuriamumu, sutrumpintu méginio paruoSimo
laiku, didesniu méginiy, kurie gali biiti gryninami vienu metu, skai¢iumi [63].

3.2.5.3. Analizés metodai

Dazniausiai steroidiniy hormony koncentracijoms nustatyti naudojami
chemiliuminescencinés (CMIA) bei imunofermentinés analizés (IFA)
metodai. Tyrimai Siais metodais yra nesunkiai atlickami ir pasizymi dideliu
jautrumu bei naSumu [64]. Nustatyta, jog taikant IFA analizés variacijos
koeficientas (CV, angl. coefficient of variation) yra mazesnis nei 10 %.
Panasaus dydzio CV yra budingas ir analizei naudojant ESCh-MS metoda
[48]. L. Dettenborn su kolegomis [65] istyre 360 asmeny plauky éminius
nustaté, jog CMIA metodu iSmatuotos kortizolio koncentracijos plaukuose
variacijos koeficientas yra mazesnis nei 8 %. Taip pat tyrimy rezultatai rodo,
jog CMIA metodu nustatytos kortizolio koncentracijos plaukuose vertés
stipriai koreliuoja su ESCh-MS/MS metodu gautomis vertémis (r?> = 0,96)
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[65]. Vis délto pagrindinis IFA triikumas yra santykinai mazas specifiskumas
del IFA metodams naudojamy antikiing kryZzminiy reakcijy su kitomis
lipofilinémis medziagomis. Be to, [FA metodas yra skirtas tik vienai méginio
analitei nustatyti, todél néra galimybés vienos analizés metu iStirti keleto
steroidiniy hormony koncentracijy, $is metodas netinka éminiams, kuriuose
yra nedidelés steroidiniy hormony koncentracijos (pvz. plaukams) [58].

Chromatografiniai tyrimy metodai sumazina imunofermentiniy metody
apribojimus, nes pasizymi geresniu jautrumu ir specifiSkumu [60]. Taikant
efektyvigjg skyséiy chromatografijg su fluorescenciniu detektoriumi (ESCh-
FLU) pastebéta, jog ESCh-FLU pasizymi geresniu specifiSkumu nei IFA.
W. Gao ir kolegos [66] ESCh-FLU metoda pritaiké kortizolio koncentracijai
plaukuose nustatyti. Gauti rezultatai parodé, jog aptikimo riba (LoD, angl.
limit of detection) yra 1 pg/mg, 0 metodo atkuriamumas siekia 74 %, ta¢iau
analizei reikalingas kur kas didesnis éminio kiekis ir sudétingos, daug laiko
trunkancios éminio apdorojimo bei analités derivatizacijos procediiros [66].
Panasiais privalumais ir trikumais pasizymi ir dujy chromatografijos ir masiy
spektrometrijos (DCh-MS) metodas. Jis sékmingai panaudotas androgeny,
estrogeny, progestiny, kortikoidy koncentracijai plaukuose nustatyti, i$siskiria
geru specifiSkumu, taciau pasizymi ilga analizés trukme, reikalauja sudétingy
éminio paruo$imo ir derivatizacijos procediiry, dideliy éminio kiekiy (30—200
mg plauky) [58].

Vienas labiausiai paplitusiy analizés metody steroidiniy hormony
koncentracijai plaukuose nustatyti yra efektyvioji skys¢iy chromatografija ir
masiy spektrometrija (ESCh-MS) [63]. Sis metodas issiskiria itin dideliu
jautrumu ir specifiSkumu, vienos analizés metu galima jvertinti daugelio
anali¢iy koncentracijas. Palyginti su DCh-MS, taikant ESCh-MS metoda
nereikalingas sudétingas ir daug laiko sanaudy reikalaujantis analiciy
derivatizacijos etapas, todél $is metodas tinka didelio nasumo analizéms [60].
W. Gao ir kolegy [58] parengtame apzvalginiame straipsnyje pateiktos
skirtingy autoriy ESCh-MS metodais iSmatuoty steroidiniy hormony
(kortizolio, kortizono, testosterono, DHEA, DHEA-S) koncentracijy
plaukuose nustatymo ribos (LoQ, angl. limit of quantification). Nurodoma, jog
LoQ skirtingiems steroidiniams hormonams svyruoja nuo 0,08 pg/mg iki 100
pg/mg.

Siekiant dar labiau padidinti metodo jautrumg ir specifiskuma, sumazinti
naudojamo éminio kiekj, sutrumpinti méginio paruos$imo ir analizés laika,
padidinti vienu metu analizuojamy méginiy skaiiy, vis dazniau steroidiniy
hormony koncentracijai jvertinti naudojamas efektyviosios skysciy
chromatografijos ir tandeminés masiy spektrometrijos (ESCh-MS/MS)
metodas [63]. Siuo metodu galima patikimai kiekybiskai jvertinti platy
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steroidiniy hormony spektra tiriant tokias terpes kaip kraujo serumas, sauso
kraujo lasas, seilés, Slapimas, lasteliy homogenatas ar plaukai [67]. W. Gao ir
kolegos [63] sékmingai pritaiké ESCh-MS/MS metodg septyniy steroidiniy
hormony koncentracijai plaukuose nustatyti. Gauti tyrimy rezultatai parodé,
jog kortizolio, kortizono, testosterono, progesterono, kortikosterono,
androstenediono LoQ yra <0,1 pg/mg, o DHEA LoQ — 0,9 pg/mg. Minéty
autoriy jdiegta ESCh-MS/MS metodika leido pasiekti didesnj analizés
jautruma, palyginti su kity autoriy naudotais DCh-MS ar ESCh-MS metodais.
Be to, W. Gao ir bendraautoriy [60] tyrime nustatytas analizés CV visiems
tirtiems steroidiniams hormonams plaukuose buvo 3,7-9,1 %. Vis délto
aprasyto metodo taikymga riboja keli triikumai: brangiis ir techniSkai sudétingi
prietaisai bei analizés greitis. Dél iy priezasciy jdiegti ESCh-MS/MS metoda
1 klinikinés diagnostikos laboratorijas yra sudétinga, reguliariai atlickama tik
labai nedidelé dalis tyrimy [62].
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3 lentelé. Plauky éminiy paruo$imo analizei bei kiekybinio hormony koncentracijy nustatymo metody apzvalga

. . L . - Ekstrakcijos PRI
Literatiros Eminio = Eminio - Smulkinimo Ekstrakcijos Ekstrakcijos = ekstrakto Aot - Analizés
P o L Plovimas _ g N K temperatiira, o Tiriami hormonai
Saltinis ilgis, cm  kiekis, mg budas tirpiklis (-iai) trukmé, val. oC gryninimo metodas
metodai
Skoluda et . -
al., 2012 3 25 Izopropanolis  Rutulinis Metanolis 0,75 60 Netaikomi Kortizolis CMIA
[68] (2%, 3min.) maltnélis
Gaoetal., Metanolis (2x,  Rutulinis . N ESCh-
2014 [69] 1-15 50 2 min.) malinélis Metanolis 24 40 KFE Kortizolis MS/MS
Grunau et 1zopropanolis Chirurginés
al., 2013 2 10-15 propa o rre Metanolis 16 50 Netaikomi Kortizolis IFA
[70] (2%, 3min.) zirklés
Van Uum et Chirureinés
al., 2008 2 10-20 ND gl Metanolis 16 52 Netaikomi Kortizolis IFA
[16] zirklés
Wei et al., 1zopropanolis Rutulinis . I -
2015 [71] 1 ND (3, 3min.) maltinelis Metanolis 24 ND Netaikomi Kortizolis ECL
Slominski et Chirureines
al., 2015 1-3 50 ND e Metanolis 15 52 Netaikomi Kortizolis ESCh-MS
[72] zirklés
Karlen et Rutulinis
al., 2011 ND >5 Neplauti I Metanolis 24 25 Netaikomi Kortizolis RIA
[73] malinélis
0,1M Kortizolis, kortizonas,
trifluoracto testosteronas,
Hobo et al., 1zopropanolis Rutulinis ragsties ir . dihidrotestosteronas, ESCh-
2020 [74] 3 ! (2) malainélis 50 % ! 40 SSEirKFE DHEA, MS/MS
acetonitrilo androstendionas,
tirpalas estradiolis
Gaudl et al., Vanduo (1x), . Automatizuota N . ESCh-
2016 [75] ND 10-20 acetonas (1x) ND Metanolis 24 ND KEE Kortizolis, kortizonas MS/MS/MS
Sampiinas ir 28 steroidiniai
vand%o (2x, L hormonai (6. .
Dong et al., 3 30 6 min.), ?hwgrgmes Metanolis 18 o5 Netaikoma kortikosteroidai, UESCh-
2017 [76] heksanas (1x zirklés 13 estrogeny, MS/MS
3 min.) ! 5 androgenai,
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3 lentelé (tesinys). Plauky éminiy paruo§imo analizei bei kiekybinio hormony koncentracijy nustatymo metody apzvalga

- - Papildomi
. _ P PR Al Ekstrakcijos o Ekstrakcijos . .
Vthe're.nturos Eminio Eminio Plovimas Sr_nulklnlmo tirpiklis (- Ekstra!(cuos e ekstr_al_(to T L | Analizés
Saltinis ilgis,cm  kiekis, mg budas iai) trukmé, val. oC gryninimo metodas
metodai
Sorenseno
. - buferinis
ngoefeaelj' 1 50 git)ano"s R“E‘f"'_’l'fs tirpalas, 0,1 16 40 SSE, KFE Kortizolis ESCh-FLU
malunclis M HC|, 0’1
M NaOH
Kortizolis, kortizonas,
Noppe et . testosteronas,17a.- .
al., 2015 1 10-30 Izopropanolis Nesmulkinti Metanolis 18 25 KFE hidroksiprogesteronas, ESCh
(19 . MS/MS
[77] androstendionas,
DHEA-S
- Kortizolis, kortizonas,
Voegel et Dejonizuotas . ! ’
Rutulinis . progesteronas, ESCh-
?;é]zozo 3 20 ;ggt%l#;s(ﬁ)xy) maliinélis Metanolis 2 55 SSE testosteronas, MS/MS
androstendionas
Kortizolis, kortizonas,
. . testosteronas,
Gaoetal., 1zopropanolis o . . Automatizuota ; ! ESCh-
2013 [63] 3 10 (1%, 3 min)) Nesmulkinti Metanolis 18 Kambario temp. KEE kortikosteronas, MS/MS
progesteronas, DHEA,
androstendionas
Metileno - Sorenseno
Eggﬁ;g]'" 2 30-100 chloridas (2, E}‘:li!gl'fs buferinis 16 40 KFE ir SSE Kortizolis, kortizonas ~ ESCh-MS
2min.) tirpalas

Santrumpos: KFE — kietafaz¢ ekstrakcija, SSE — skysc¢iy-skysciy ekstrakcija, CMIA — chemiliuminescenciné analiz¢, IFA — imunofermentiné analize,
UESCh-MS/MS - ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija ir tandeminé masiy spektrometrija, ESCh-MS/MS — efektyvioji skys¢iy chromatografija
ir tandeminé masiy spektrometrija, ESCh-MS — efektyvioji skys¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija, RIA — radioimuniné analizé, ECL —

elektrochemiliuminescenciné analizé, ND — néra duomeny.
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3.3.Psichosocialinio streso svarba sirdies ir kraujagysliy ligy i$sivystymui

Dauggjant mokslinés informacijos apie daugiaveiksniy Sirdies ir
kraujagysliy ligy etiologija, vis daugiau démesio skiriama tam, kokia reik§me
turi elgsenos ir psichosocialiniai veiksniai SKL vystymuisi ir prevencijai.
Epidemiologiniy tyrimy duomenimis, timinis emocinis stresas yra siejamas su
nestabilia kriitinés angina, miokardo infarktu (M) ir staigia mirtimi, o l&tinis
stresas yra reik§mingas koronarinés irdies ligos (KSL) patogenezéje [80].

Tarptautiniame atvejo ir kontrolés tyrime INTERHEART vertintas rySys
tarp @iminio miokardo infarkto ir psichosocialinio streso, apibrézto kaip
dirglumo, ilgalaikio nerimo jausmas, namuose ar darbe patiriamos jtampos
sukelti miego sutrikimai. Tyrime dalyvavo 11 119 pacienty, kuriems pirma
kartg diagnozuotas Gminis MI, bei 13 648 kontrolinés grupés asmenys,
kuriems MI nebuvo nustatytas. Rezultatai atskleidé, jog létinis namuose ir
darbe patiriamas stresas yra susijes su 2,17 (95 % PI [1,84; 2,55]) Kkarto
didesne rizika sirgti M1 [81]. J. Booth’o su bendraautoriais [82] publikuotoje
metaanaliz¢je, i kurig jtraukta 14 tyrimy, nagrinéta sgsaja tarp patiriamo
psichosocialinio streso ir insulto rizikos. Gauti rezultatai parodé, jog
tiriamieji, patiriantys 1étinj psichosocialinj stresg arba iSgyvene stipry stresg
sukélusius jvykius, turi 1,33 (95 % PI [1,17; 1,50]) karto didesne insulto
rizikg. A. Steptoe ir M. Kivimiki [4] parengtos metaanalizés duomenimis,
vaikystéje patirtas 1étinis stresas (fizin¢ ar seksualiné prievarta, tévy liga ar
mirtis, prasta socialiné ir ekonominé padétis) yra susijes su beveik du kartus
didesne rizika sirgti KSL. Atsizvelge j lyties ir amziaus jtaka, autoriai
patvirtino ir reikSmingg rysj tarp darbe patiriamos jtampos ir 1,34 karto
padidéjusios KSL issivystymo rizikos (95 % PI [1,18; 1,51]). Aptarty tyrimy
rezultatai leidzia daryti prielaida, jog létinis stresas yra svarbus SKL rizikos
veiksnys, taCiau  visuose apzvelgtuose  moksliniuose  tyrimuose
psichosocialinis stresas vertintas subjektyviais metodais (tiriamyjy pildomais
klausimynais), kurie neatskleidzia biologinio mechanizmo, siejancio létinj
stresa su SKL isivystymu.
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4. MOKSLINIO DARBO METODIKA
4.1. Tiriamieji

Disertacinis darbas atliktas sudarius dvi tiriamyjy imtis:

1-asis tyrimas (vyry imtis): Lietuvos mokslo tarybos Mokslininky grupiy
projektas ,,Létinio streso nulemti aterosklerozés proceso ypatumai: naujy
bioZymeny paieska ir tyrimai, akronimas — ATEROSTRES. Projekto
vykdymo laikotarpis: 2015-2018 m. Projekto numeris: MIP-050/2015.
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto (VRBTEK)
leidimo, iSduoto 2015 m. spalio 6 d., Nr. 158200-15-807-319 (1 priedas).
Vadové — akad. prof. habil. dr. Zita Ausrelé Kucinskiené. Tyrime dalyvavo
atsitiktine tvarka i§ VS] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky (VS]
VUL SK) Seimos medicinos centro duomeny bazés atrinkti salyginai sveiki
jauni ir vidutinio amziaus (25-55 m.) vyrai.

2-asis tyrimas (motery imtis): Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos moksly instituto Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedros (VU MF BMI FBMLMK) vykdomas
biomedicininis tyrimas ,,Steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose sgsaja
su motery patiriamu létinio streso lygiu ir rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy
ligomis®“. Projekto vykdymo laikotarpis: 2020-2022 m. VRBTEK leidimo,
iSduoto 2020 m. rugpjicio 25 d., Nr. 2020/8-1254-735 (2 priedas). Projekto
vadové — doc. dr. Dovilé Kar¢iauskaité. | tyrima jtrauktos salyginai sveikos
50-64 m. amziaus moterys, dalyvaujancios Sirdies ir kraujagysliy ligy
prevencijos programoje (pagal Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos
ministro 2005 m. lapkri¢io 25 d. jsakyma Nr. V-913 ,,Dél Asmeny, priskirtiny
Sirdies ir kraujagysliy ligy didelés rizikos grupei, atrankos ir prevencijos
priemoniy finansavimo programos patvirtinimo*). | tyrimg nebuvo jtrauktos
besilaukiancios ir maitinanc¢ios moterys.

Tiriamyjy asmenin¢ informacija buvo konfidenciali ir saugiai uzkoduota,
biologiniai éminiai buvo tiriami ir gauti duomenys analizuojami naudojant
identifikacinius kodus. Tyrimy dalyviai yra pasiras¢ informuoto asmens
sutikimo formas.

4.2.Tyrimo eiga

Disertaciniame darbe iSkeltiems tikslams ir uzdaviniams jgyvendinti
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5 pav. Mokslinio tyrimo eiga (‘pazyméti tyrimai atlikti tik vyry imtyje).
Santrumpos: V§] VUL SK LMC — Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centras, VU MF BMI FBMLMK - Vilniaus universiteto
Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto Fiziologijos, biochemijos,
mikrobiologijos ir laboratorinés medicinos katedra, ZMGK — Zmogaus ir medicininés
genetikos katedra

4.3.Tyrimo metodai
4.3.1. Klausimynai

Tiriamyjy apklausai buvo naudojami klausimynai, apimantys tiriamyjy
sociodemografinius duomenis bei gyvensenos ypatumus. Fizinis aktyvumas
vertintas respondentams pateikiant keturiy fizinio aktyvumo darbe ir
laisvalaikiu grupiy aprasus. Fizinio aktyvumo darbe apibuidinimai:

1 grupé — darbas yra i§ esmés sédimas ir dirbant daug nevaiks§toma, pvz.:
darbas prie raSomojo stalo arba paprasty detaliy surinkimas.

2 grupé — dirbant reikia gana daug vaikscioti, bet nereikia neSioti arba
kilnoti sunkiy daikty, pvz.: klienty aptarnavimas, lengvas pramoninis darbas,
pardavéjy darbas, déstymas, kai daug vaikStoma.
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3 grupé — dirbant daug vaikStoma, kilnojami daiktai arba tenka daug
laipioti aukstyn ir zemyn, pvz.: pastininko darbas, sunkesnés pramonés darbali,
statybos, sunkesnis darbas restorane.

4 grupé — sunkus fizinis darbas, kilnojami sunkiis daiktai ir dirbama
fiziskai intensyviai, pvz.: slaugos darbai, reikalaujantys kilnoti sunkius
objektus ir atlikti sunkius tvarkymo darbus.

Fizinio aktyvumo laisvalaikiu apibadinimai:

1 grupé — daugiausia laisvalaikio skiriama skaitymui, televizoriaus
zitréjimui, kino teatro lankymui ir kitai fiziSkai neaktyviai veiklai.

2 grupé —maziausiai 4 kartus per savait¢ einama pasivaikscioti, vazinéjama
dviradiu ar kitaip judama. Siai grupei priklauso: ¢jimas arba vaziavimas
dviraciu | darba ir atgal, sekmadieniniai pasivaiks¢iojimai, nesunkus darbas
sode, zvejyba, stalo tenisas, zaidimas kégliais.

3 grupé — laisvalaikis skiriamas bégimui, plaukimui, lauko tenisui,
badmintonui, aerobikai arba panasioms judrioms sporto $akoms. Siai grupei
priklauso sunkesni sodo darbai. Tokia veikla uzsiimama bent 3 kartus per
savaite.

4 grupé — laisvalaikis skiriamas sunkioms treniruotéms bei dalyvavimui
reguliariai vykstanCiose bégimo, orientavimosi, slidinéjimo, plaukimo,
futbolo, rankinio varZybose porg karty per savaite.

Bendrajam tiriamyjy fiziniam aktyvumui jvertinti buvo apskaiciuota
fizinio aktyvumo darbe ir laisvalaikiu jver¢iy suma: kiekviena fizinio
aktyvumo grupé (1-4 grupé) veréiama balais nuo 1 iki 4 ir apskai¢iuojama
fizinio aktyvumo darbe ir laisvalaikiu baly suma (galimi bendrojo fizinio
aktyvumo lygio jver¢iai — 2-8 balai). Bendrojo fizinio aktyvumo lygis
surinkus 2 arba 3 balus vertinamas kaip zemas, surinkus 4-8 balus — kaip
aukstas.

Motery imtyje papildomai naudoti specializuoti klausimynai tiriamyjy
patiriamo streso, nerimo lygiui bei miego kokybei jvertinti.

Per paskutinj ménesj patirto streso lygiui jvertinti naudota subjektyviai
suvokto streso skalé¢ (angl. Perceived Stress Scale, PSS). Siame darbe
naudotas 1§ 10 klausimy sudarytas PSS klausimynas, kuriame kiekvienas
klausimas turi 5 atsakymo variantus, vertinamus nuo 0 iki 4 baly (3 priedas).
PSS surinkty baly suma jvairuoja nuo 0 iki 40. Didesné surinkty skalés baly
suma reiSkia didesnj streso lygj: 0-13 baly — streso lygis zemas, 14-26 — streso
lygis vidutinis, 2640 — streso lygis aukstas [83].

Nerimas vertintas pasitelkiant STAI (angl. State-Trait Anxiety Inventory)
klausimyno skale, leidziancig nustatyti asmenybinj nerimastinguma (STAI-T,
angl. T-Anxiety) (4 priedas). Naudojantis STAI-T klausimynu vertinama, ar
zmogus yra linkes nerimauti, analizuojamos saugumo, ramybés, pasitikéjimo
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savimi biisenos bei jy daznumas. Klausimyng sudaro 20 Klausimy, kuriy
kiekvienas turi po 4 atsakymo variantus, vertinamus nuo 1 iki 4 baly. STAI-T
surinkty baly suma jvairuoja nuo 20 iki 80. Didesné surinkty baly suma reiskia
didesnj nerima [84].

Paskutinio ménesio miego kokybei vertinti naudotas Pitsburgo miego
kokybés indeksas (PMKI, angl. Pittsburgh sleep quality index) (5 priedas).
Klausimyng sudaro 19 klausimy, kurie yra suskirstyti j 7 kategorijas:
subjektyvi miego kokybé, miego latentiskumas, miego trukmé, jprastinis
miego efektyvumas, miego sutrikimai, vaisty miegui vartojimas, bloga
savijauta diena. Kiekviena klausimy kategorija vertinama balais nuo 0 iki 3,
kur 0 baly reiskia, jog sutrikimy néra, o 3 balai rodo stiprius sutrikimus. PMKI
surinkty baly suma jvairuoja nuo 0 iki 21. Didesné surinkty baly suma reiskia
blogesn¢ miego kokybe: surinkus >5 balus miegas vertinamas kaip sutrikes
[85].

4.3.2. Steroidiniy hormony tyrimai plauky éminiuose
4.3.2.1. Reagentai ir medZziagos

Tirpikliai: izopropanolis, >99,9 % grynumo (Sigma-Aldrich, Vokietija);
acetonas, gradientinés ESCh grynumo (Chromasolv®, Vokietija); metanolis,
gradientinés ESCh grynumo (Chromasolv®, Vokietija); heksanas,
gradientinés ESCh grynumo (Chromasolv®, Vokietija); acetonitrilas,
gradientinés ESCh grynumo (Chromasolv®, Vokietija); dietilo eteris, 99,5 %
DCh grynumo (Chromasolv®, Vokietija); skruzdziy rigstis, >99 % grynumo
(Merck Schuchardt OHG, Vokietija); dejonizuotas vanduo, paruostas vandens
gryninimo jranga PURELAB Flex-3 (Elga®, Jungtiné Karalyst¢); Sorenseno
buferinis tirpalas (0,133 M, pH = 7,6); acto ragstis, >99,8 % grynumo (VWR
International GmbH, JAV).

Sorenseno buferinio tirpalo (0,133 M, pH=7,6) paruoSimas: 1,889 g
NaHPO4, >99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, Vokietija), istirpinama 100 ml
dejonizuoto vandens, 0 0,908 g KH,PO4, >99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich,
Vokietija), istirpinama 50 ml dejonizuoto vandens. Ruosiant 100 ml
Sorenseno buferinio tirpalo sumaiSoma 86,8 ml Na,HPO;, tirpalo ir 13,2 ml
KH2PO4 tirpalo.

Steroidiniy hormony etaloninés medziagos: 6a-metilprednizolonas, >98 %
grynumo (Sigma-Aldrich, Vokietija); kortizolis, >98 % grynumo (Sigma-
Aldrich, Vokietija); kortizonas, >98 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV);
dehidroepiandrosteronas, >99 % grynumo  (Sigma-Aldrich,  JAV);
testosteronas, >99 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV), progesteronas, >99,8 %
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grynumo (Sigma-Aldrich, JAV); 17a-hidroksiprogesteronas, >95 % grynumo
(Sigma-Aldrich, JAV); estradiolis, >96,7 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV);
kortizolis-d4, >98 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV); kortizonas-d8, >98 %
grynumo  (Sigma-Aldrich, JAV); dehidroepiandrosteronas-d6, >98 %
grynumo (Sigma-Aldrich, JAV); testosteronas-d3, >98 % grynumo (Sigma-
Aldrich, JAV); progesteronas-d9, >98,6 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV);
170-hidroksiprogesteronas-d8, >99,2 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV);
estradiolis-dS, >99,2 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).

Standartiniy kortizolio tirpaly paruoSimas (1-asis tyrimas): pirminis
kortizolio (5 mg/ml) standartinis tirpalas istirpintas 90 % acetonitrile ir
laikomas tamsiame inde —20 °C temperatiroje. Mazesniy koncentracijy
tirpalai buvo ruoSiami skiedZiant pirminj standarta acetonitrilo ir vandens
miSinyje (1:1, v/v).

Standartiniy steroidiniy hormony tirpaly paruoSimas (2-asis tyrimas):
pirminiai kortizolio-d4 (1 mg/ml), kortizono-d8 (0,2 mg/ml), progesterono-d9
(0,2 mg/ml), DHEA-d6 (1 mg/ml), estradiolio-d5 (20 pg/ml), testosterono-d3
(10 pg/ml) bei kortizolio, kortizono, progesterono, DHEA, estradiolio, 17a.-
hidroksiprogesterono, testosterono standartiniai tirpalai (1 mg/ml) istirpinti
metanolyje ir laikomi tamsiuose induose —20 °C temperatiiroje. MaZesniy
koncentracijy tirpalai buvo gaminami skiedZiant pirminius standartus
metanoliu.

Kietafazés ekstrakcijos kolonélés: Discovery® DSC-18, taris — 1 ml,
sorbento kiekis — 100 mg (Sigma-Aldrich Co., Vokietija).

4.3.2.2. Plauky éminiy surinkimas ir paruoSimas analizei

Pirmajame tyrime (vyry imtyje) plauky éminio paruo$imas analizei atliktas
pagal Jean’o-Sébastien’o Raul’io su kolegomis [79] bei Elio F. De Palo ir
bendraautoriy [86] straipsniuose publikuotas metodikas. Plauky sruoga buvo
kerpama nuo virSugalvio uzpakalinés dalies, kuo ar¢iau galvos odos. Surinkti
éminiai dedami  folija ir atitinkamai pazenklinami (jie gali buti laikomi ilga
laikg kambario temperatiiroje, vengiant UV spinduliuotés poveikio). Prie§
tolesnes méginio paruoSimo procediiras pasirenkamas norimas plauky éminio
ilgis — Siame tyrime naudojama 3 cm ilgio plauky sruoga.

Plaukai susmulkinti zirklémis j nedidelius (1-2 mm) pluostelius.
Analizinémis svarstyklémis pasverta 20-50 mg susmulkinty plauky, jie
suberti j paruo$tg vakuuming filtravimo sistemg ir méginys 2 kartus plautas
3 ml izopropanolio. Plaukai papildomai nusausinti azoto sraute ir perkelti j
mikromégintuvélius. | tokj méginj buvo jpilama 2 ml Sorenseno buferinio
tirpalo ir 10 pl 1 pg/ml vidinio standarto (6a-metilprednizolono). Taip
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paruostas méginys inkubuotas termostate 16 val. 40 °C temperattroje. |
vakuuminj frakcijy kolektoriy jstatyta kietafazés ekstrakcijos kolonéle,
frakcijos buvo renkamos j centrifuginius mégintuvélius. Pirmiausia, kolonélé
buvo aktyvuojama / praplaunama 3 ml metanolio, po to — 1,5 ml dejonizuoto
vandens. ] taip paruostg kolonéle perkeltas méginys. Analités buvo
desorbuojamos keliais skirtingais tirpikliais ar jy miSiniais Sia seka:

a) 0,5 ml dejonizuoto vandens;

b) 0,5 ml acetono ir vandens miSinio (1:4, v/v);

c) 0,25 ml heksano;

d) 1,5 ml dietilo eterio (tiriamoji frakcija).

Paskutinés frakcijos eliuatas buvo sukoncentruojamas azoto sraute iki
sausos liekanos. Sausa méginio lickana istirpinta 100 pl acetonitrilo ir vandens
misinyje (1:1, v/v), méginys buvo perkeliamas j chromatografinj buteliuka ir
analizuojamas.

Antrajame tyrime (motery imtyje) taip pat naudoti 3 cm ilgio plauky
éminiai, kuriy paruo§imas analizei atliktas pagal Wei Gao su kolegomis 2013
m. [63] straipsnyje publikuotg metodika. Plaukai buvo perkeliami j stiklinius
mégintuvélius ir 3 min. kambario temperatiiroje plaunami 3 ml izopropanolio.
Méginiai buvo dZiovinami traukos spintoje ne trumpiau nei 24 val.
Analizinémis svarstyklémis pasverta 10 mg plauky ir méginys perkeltas j 2 ml
hormony vidiniy standarty misinio (kortizolio-d4 — 50 ng/ml; kortizono-d8 —
50 ng/ml; progesterono-d9 — 20 ng/ml; estradiolio-d5 — 20 ng/ml,;
testosterono-d3 — 10 ng/ml; DHEA-d6 — 50 ug/ml, 17a-hidroksiprogesterono-
d8 — 10 ng/ml koncentracijos miSinyje). Taip paruostas méginys buvo
purtomas 18 val. 1200 aps./min grei¢iu kambario temperatiiroje ir
centrifuguojamas 5 min. 10000 aps./min greiciu. | naujg mikromégintuvélj
perkeltas supernatantas iSgarintas azoto sraute iki sausos liekanos. Sausa
meéginio liekana iStirpinta 200 pl metanolio ir 0,05 % acto riigsties vandeninio
tirpalo misinyje (1:1, v/v), méginys buvo perkeliamas j chromatografinj
buteliuka ir analizuojamas (6 pav.).

46



==/
\{:'h ‘&\ s
{1 ’. FEf
Wl = 1
ey ——e 5|
TN N .———.;: B :
. . Plovimas
Eminio surinkimas Pasirenkamas izopropanoliu Svérimas
norimo ilgio
plauky éminys O @
El CF T S 5% E8 B R -~ L
Y
Sausa méginio liekana -‘ = o0 1m 00

tirpinama metanolio/0,5 %
acto r. vandeninio tirpalo Garinimas Centrifugavimas Ekstrakcija metanoliu
misinyje (1:1, v/v)

Kiekybinis
jvertinimas
(ESCh-MS/MS)

Analize

6 pav. Steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose kiekybinio jvertinimo
eiga

4.3.2.3. Iranga ir matavimo salygos

Pirmajame tyrime (vyry imtyje) ESCh tyrimai buvo atliekami Shimadzu
Nexera X2 (Shimadzu, Japonija) chromatografu, sukomplektuotu i§ auksto
slegio dviejy kanaly gradientinio siurblio (sudaryto i§ dviejy izokratiniy
siurbliy su tirpikliy pasirinkimo galimybe ir maiSymo kamera), automatinés
méginio jleidimo sistemos, kolonéliy termostato ir UV/Vis detektoriaus.
Ileidziamas méginio taris — 10 pl. Analitei atskirti naudota Zorbax Eclipse
XDB-C8 (4,6x150 mm, 5,0 um) kolonélé (Agilent, JAV). Chromatografiné
kolonélé buvo termostatuojama 22 °C temperatiiroje. Judrios fazés srauto
greitis — 1,0 ml/min. Judri fazé buvo formuojama i§ dviejy eliuenty:
acetonitrilo ir dejonizuoto vandens, santykiu 40:60, v/v. Analizés trukmé — 20
min. Kortizolio absorbcijos signalas registruotas 245 nm bangos ilgyje.
Nustatomos analités sulaikymo trukmé — 4,12 min. Duomenys buvo
apdorojami LabSolutions programine jranga.

Antrajame tyrime (motery imtyje) ESCh tyrimai buvo atliekami Shimadzu
Nexera CL chromatografu (Shimadzu, Japonija), sukomplektuotu i§ auksto
slégio dviejy kanaly gradientinio siurblio LC-30AD CL (Shimadzu, Japonija),
automatinés méginio jleidimo sistemos SIL-30 AC CL (Shimadzu, Japonija),
kolonéliy termostato CTO-20AC CL (Shimadzu, Japonija) ir trigubo
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kvadrupolio tandeminio masiy spektrometro Shimadzu LCMS-8060
(Shimadzu, Japonija) su elektrosrauto jonizacijos (ESI) jony Saltiniu.
Ileidziamas méginio taris — 10 pl. Analitéms atskirti naudota YMC-Triart Bio
C4 (3,0x100 mm, 1,9 um) kolonélé (YMC Co, Japonija). Chromatografiné
kolonélé termostatuojama 50 °C temperatiiroje. Judrios fazés srauto greitis —
0,4 ml/min. Judri fazé buvo formuojama i§ dviejy eliuventy — 0,05 % acto
riigSties vandeninio tirpalo ir metanolio. Optimizuoti judrios fazés gradiento
parametrai bei MS/MS detektavimo salygos pateikiamos skyriuje ,, Tyrimo
rezultatai“. Analizés trukmé — 14 min. Duomenys buvo apdorojami
LabSolutions CL 1.20 programine jranga.

4.3.3. Biocheminiai ir hematologiniai tyrimai

Biocheminiai lipidy ir angliavandeniy apykaitos rodikliy tyrimai kraujo
serumo méginiuose bei veninio kraujo tyrimas automatizuotu metodu atlikti
Vs3I Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos
centre (VS] VUL SK LMC). Atlikty tyrimy, taikyty analizés metody bei
naudoty analizatoriy sarasas pateikiamas 4 lenteléje.
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4 lentelé. VS] VUL SK LMC Biochemijos bei Hematologijos ir bendrosios
citologijos laboratorijose iStirtos analités, taikyti analizés metodai bei naudoti

analizatoriai
Analité Metodas Analizatorius
Bendrasis Fermentinis (cholesterolio Acrchitect ci8200

cholesterolis

esterazes / cholesterolio oksidazés)
kolorimetrinis

(Abbott, JAV)

MTL-
cholesterolis

Apskaiciuota pagal Friedewaldo formule,
kai TAG < 4,5 mmol/l:

MTL-cholesterolis = Bendrasis
cholesterolis — (TAG/5) — DTL-
cholesterolis.

Jei TAG > 4,5 mmol/l, taikytas selektyvaus
detergento / fermentinis (cholesterolio
esterazés / cholesterolio oksidazés)
kolorimetrinis metodas

Architect ci8200
(Abbott, JAV)

DTL-
cholesterolis

Selektyvaus detergento / fermentinis
(cholesterolio esterazés / cholesterolio
oksidazés) kolorimetrinis

Architect ¢i8200
(Abbott, JAV)

Ne DTL-
cholesterolis

ApskaiCiuota pagal formule:
Ne DTL-cholesterolis = Bendrasis
cholesterolis — DTL-cholesterolis

Triacilaliceroliai Fermentinis (glicerolio 3-fosfato oksidazés)  Architect ci8200
g kolorimetrinis (Abbott, JAV)
Apolipoproteinas Imunonefelometrinis BN II (Siemens,
Al Vokietija)
Apolipoproteinas - BN 11 (Siemens,
A2 Imunonefelometrinis Vokietija)
Apolipoproteinas Imunonefelometrinis BN I.I (§|emens,
Vokietija)
Apolipoproteinas Imunonefelometrinis BN I.I (_slemens,
Vokietija)
Gliukogze Fermentinis (heksokinazés / gliukozés 6- Acrchitect ci8200
oz fosfato dehidrogenazés) kolorimetrinis (Abbott, JAV)
- - Acrchitect ci8200
CRB Imunoturbidimetrinis (Abbott, JAV)
Sysmex XE-

Veninio kraujo
tyrimas

5000 (Sysmex
Corporation,
Japonija)

Santrumpos: MTL — mazo tankio lipoproteinai, DTL — didelio tankio lipoproteinai,
ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG - triacilgliceroliai, CRB — C

reaktyvusis baltymas
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4.3.4. Ciklofilino A koncentracijos nustatymas

Ciklofilino A (CypA) koncentracija kraujo serume nustatyta IFA metodu
naudojant Gemini (Stratec, Vokietija) analizatoriy. CypA koncentracijai
nustatyti naudotas ,,Human CYPA (Cyclophilin A) ELISA Kit“ (Elabscience,
Kinija) reagenty rinkinys, tyrimai buvo atlikti pagal gamintojo pateiktas
rekomendacijas. CypA aptikimo riba — 0,75 ng/ml, nustatymo riba — 1,25
ng/ml, variacijos koeficientas — <10 %.

4.3.5. Oksidacinio streso zymeny tyrimai

Malono dialdehido (MDA) koncentracija kraujo serume nustatyta pagal
G. A. Khoschsorur’o su kolegomis 2000 m. [87] straipsnyje publikuotg
metodika. Metodo principas — riigstingje terpéje 100 °C temperatiiroje viena
molekulé MDA reaguoja su dviem molekulémis tiobarbitiirinés riigsties
(TBA), susidarant MDA-TBA: kompleksui. Pastarasis nustatomas ir MDA
koncentracija jvertinama taikant ESCh-FLU metodg. Fluorescencinio
detektoriaus suzadinimo bangos ilgis — 527 nm, detekcijos — 551 nm. MDA.-
TBA; junginio sulaikymo trukmé — 1,63 min. Duomenys buvo apdorojami
LabSolutions programine jranga.

Antioksidacinio aktyvumo tyrimui taikytas elektrony pernasa pagrjstas
FRAP (angl. ferric reducing ability of plasma) metodas, apraSytas
I. F. F. Benzieir J. J. Strain’o 1996 m. [88] publikuotame straipsnyje. Metodo
principas — kraujyje esanciy antioksidanty vykdoma gelezies 2,4,6-tripiridil-
s-triazino ([Fe(111)-(TPTZ),]** komplekso redukcija iki intensyviai mélynos
spalvos [Fe(Il)-(TPTZ).]** komplekso, kuris identifikuotas spektrofotometru
Shimadzu UV-1601 (Shimadzu Corp., Japonija) matuojant sugertj ties 593 nm
bangos ilgiu. Gautos reikSmés lygintos su standartiniais dvivalentés gelezies
jony tirpalais ir apskai¢iuotos FRAP vertés, kurios buvo isreikstos umol Fe?*/l.

Malono dialdehido bei FRAP tyrimus kraujo serume atliko dr. Ausra

v —

4.3.6.Trombocity funkcinio aktyvumo tyrimai

Trombocity funkcinio aktyvumo tyrimai atlikti tékmés citometrijos
metodu naudojant BD FACSCanto tékmés citometrg (BD Biosciences, JAV).
Pagal priekine ir Sonin¢ Sviesos sklaidas bei naudojant su fluorochromais
konjuguotus monokloninius antikiinus CD61-APC (antik@inai prie§ integring
B3) ir CDA42a-PerCP-Cy5.5 (antikiinai prie§ glikoproteing IX) buvo
identifikuoti trombocitai. Trombocity funkcinis aktyvumas vertintas po
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stimuliacijos agonistais adenozino difosfatu (ADP) ir trombino receptoriy
aktyvinanciu peptidu (TRAP): aktyvumui jvertinti buvo naudojami CD63-PE
(antikiinai prie§ trombocity a granuliy integring) bei PAC-1-FITC (antikiinai
prie§ trombocity aktyvacijos kompleksa) monokloniniai antikiinai.
Analizuojant rezultatus vertinta, kiek trombocity savo pavirSiuje prisijungé
atitinkamus antikiinus (CD63-PE, PAC-1-FITC) pries tirtus zymenis. Gauti
rezultatai iSreiksti procentine iSraiSka. Duomenys buvo apdorojami BD FACS
Diva (6.1.2 versija) programine jranga. Trombocity funkcinio aktyvumo
tyrimus atliko doktorantas Mantas Radzevicius.

4.3.7. Statistiné analizé

Duomeny statistiné analizé atlikta naudojantis R programiniu paketu
(versija 4.0.3). Tolydziyjy kintamyjy pasiskirstymo pagal normalyjj skirstinj
hipotezé buvo tikrinama naudojant Sapiro—Vilko kriterijy. Normaliai
pasiskirste tolydieji kintamieji iSreiksti vidurkiu + standartiniu nuokrypiu, o
ne pagal normalyjj skirstinj pasiskirste Kkintamieji iSreik$ti mediana ir
tarpkvartiliniu plo¢iu (IQR). Kokybiniai kintamieji iSreiksti absoliuciais
skai¢iais ir procentine dalimi. Kintamyjy rySio stiprumas vertintas
apskaiciavus Spirmeno (kai duomenys pasiskirste ne pagal normalyji désnj)
arba Pirsono (kai duomenys pasiskirste pagal normalyjj désnj) koreliacijos
koeficientus (r). Rysys vertintas kaip labai silpnas (r < 0,19), silpnas (0,20 <r
< 0,39), vidutinis (0,40 <r < 0,69), stiprus (0,70 <r < 0,89) ir labai stiprus
(0,90 <r < 1,00). Kiekybiniy kintamyjy vidurkiy ar mediany skirtumai tarp
dviejy grupiy buvo lyginami taikant Stjudento t testa (kai duomenys
pasiskirste pagal normalyjj skirstinj) arba Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy
sumy kriterijy (kai duomenys pasiskirste¢ ne pagal normalyjj skirstinj).
Kiekybiniy kintamyjy mediany skirtumai tarp dviejy ar daugiau grupiy buvo
lyginami taikant Kruskalo—Voliso ranginj kriterijy, daugkartiniams poriniams
palyginimams naudotas Duno testas su Bonferonio korekcija. Kokybiniy
kintamyjy nepriklausomumas tikrintas pasitelkiant Chi kvadrato (x?) arba
Fiserio tikslyji kriterijy. Metabolinio sindromo issivystymo rizika buvo
vertinama taikant binarinés vienalypés ir daugialypés logistinés regresijos
modelius. Visiems skai¢iavimams naudojamas reik§Smingumo lygmuo a <
0,05.
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5. TYRIMO REZULTATAI

5.1. Steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose nustatymo metodikos
jdiegimas

Pirmajame tyrime (vyry imtyje) kortizolio koncentracijai plaukuose
nustatyti taikytas ESCh-UV/Vis metodas. Kortizolio kalibracinés kreivés
tiesiSkumo intervalas buvo matuojamas su septyniomis skirtingomis analités
koncentracijomis intervale nuo 5 ng/ml iki 150 ng/ml. Apskaiciuotas
koreliacijos koeficientas (r?) kortizoliui lygus 0,9998. Aptikimo riba —
15,6 ng/ml, nustatymo riba — 47,2 ng/ml. Antrajame tyrime (motery imtyje),
siekiant patikimai kiekybiskai jvertinti ne tik kortizolio, bet ir kity steroidiniy
hormony (kortizono, dehidroepiandrosterono, testosterono, progesterono,
17a-hidroksiprogesterono, estradiolio) koncentracijas, jdiegtas ESCh-
MS/MS metodas. Tolesniuose poskyriuose pateikiamos optimizuotos
chromatografinio atskyrimo ir MS/MS detektavimo salygos bei pagrindinés
metodo analizinés charakteristikos.

5.1.1. Chromatografinio atskyrimo ir MS/MS detektavimo salygy
optimizavimas

Optimizuojant chromatografinio atskyrimo salygas ir atsizvelgiant j gera
skiriamgjg geba, priimtinas sulaikymo trukmes bei smailiy simetriSkumg
pasirinktas gradientinis rezimas. Optimizuoti judrios fazés gradiento
parametrai pateikiami 5 lenteléje.

5 lentelé. Judrios fazés gradiento formavimo parametrai

0,05 % acto rugsties

Trukmé, min Metanolis, % vandeninis tirpalas, %

0 40 60
0,50 40 60
8,00 80 20
9,00 100 0

10,00 100 0

11,00 40 60
14,00 40 60

Nustac¢ius chromatografinio atskyrimo sglygas buvo registruoti kortizolio,
kortizono, DHEA, testosterono, progesterono, 17a-hidroksiprogesterono,
estradiolio bei §iy medziagy deuteruoty analogy (kortizolis-d4, kortizonas-ds,
progesteronas-ds, DHEA-ds, estradiolis-ds, testosterono-ds) standartiniy
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tirpaly masiy spektrai esant teigiamai elektrosrauto jonizacijai (ESI, angl.
electrospray ionization) ir parinktos optimalios MS/MS detektavimo salygos
tiriamoms analitéms ir jy vidiniams standartams. MS/MS detektavimui buvo
pasirinktas jautriausias daugialypiy reakcijy stebéjimo (MRM, angl. multiple
reaction monitoring) rezimas. Trigubo kvadrupolio masiy analizatoriaus
parametrai buvo optimizuoti tiesiogiai jleidziant 10 pg/ml koncentracijos
anali¢iy standartus. Steroidiniy hormony pilno skenavimo masiy spektruose
kiekvienai analitei buvo identifikuoti intensyviausi protonizuoti [M+H]*
jonai, kurie buvo izoliuoti pirmajame kvadrupolyje, suskaldyti skaldymo
celéje, o fragmentai iSanalizuoti treciuoju kvadrupoliu. Tokiu biidu kiekvienai
analitei buvo nustatyti: pirmtako molekulinis jonas ir du intensyviausiais
signalais pasizymintys fragmentai — vienas Kiekybinei analizei, o kitas
patvirtinimui, 1-ojo kvadrupolio potencialy skirtumo jtampa, skaldymo
energija bei 2-0jo kvadrupolio potencialy skirtumo jtampa.

Optimizuoti ESI jony Saltinio parametrai pateikiami 6 lenteléje.
Pagrindiniai ESCh ir MS/MS detektavimo parametrai 2-ajame tyrime (motery
imtyje) tirtiems steroidiniams hormonams pateikiami 7 lentel¢je.

6 lentelé. Optimizuoti ESI jony $altinio parametrai

Parametras Skaitiné verte
Kapiliaro jtampa, kV 4,0

Dujy uzsklandos temperatiira, °C 400
Isgarinimo kapiliaro temperatiira, °C 250
ISpurskimo dujy srautas, I/min 3

Dziovinimo dujy srautas, I/min 7

Uzsklandos dujy srautas, I/min 12
Fragmentacijos dujy slégis, kPa 270
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7 lentelé. ESCh ir MS/MS detektavimo parametrai tirtiems steroidiniams hormonams

1-0jo 2-0jo
- kvadrupolio kvadrupolio .
Junginys MOIeku“mS Skilimai, m/z potencialy Skald_ymo potencialy SUIalk}./mo.
jonas, m/z . energija, eV - trukmé, min
skirtumo skirtumo
itampa, V itampa, V
363,20—121,10 -14.0 -250 -110
N (intensyvesnis)
Kortizolis 363,20 363.20105.05 -27,0 -50,0 -18,0 3,23
(maziau intensyvus)
Kortizolis-d4 367,20 367,20—121,15 -14,0 -25,0 -11,0 3,23
361,20—163,25 140 =250 ~16,0
. N (intensyvesnis) B B B
Kortizonas 361,20 361.2091.10 14,0 55,0 15,0 3,00
(maziau intensyvus)
Kortizonas-d8 369,20 369,20—169,25 -27,0 -26,0 -20,0 3,00
271,00—253,15 110 -150 -250
. (intensyvesnis)
DHEA 271,00 271.00213.25 -11,0 -18,0 -13,0 4,97
(maziau intensyvus)
DHEA-d6 277,10 259,30—259,30 -11,0 -15,0 -16,0 4,97
289,10-597,05 -22,0 -24,0 -16,0
* (intensyvesnis)
Testosteronas 289,10 289.10—109.15 -12,0 -25,0 -18,0 4,77
(maziau intensyvus)
Testosteronas-d3 292,10 292,10—97,10 -19,0 -24,0 -22,0 477
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7 lentelé (tesinys). ESCh ir MS/MS detektavimo parametrai tirtiems steroidiniams hormonams

1-0jo 2-0jo
- kvadrupolio kvadrupolio .
Junginys MOIeku“mS Skilimai, m/z potencialy Skald_ymo potencialy SUIalk}./mo.
jonas, m/z . energija, eV - trukmé, min
skirtumo skirtumo
itampa, V itampa, V
331,10—97,05 -130 -250 160
. . N (intensyvesnis)
17a-hidroksiprogesteronas 331,10 331.10—109.10 -13,0 -28,0 -19,0 5,05
(maziau intensyvus)
17a-hidroksiprogesteronas-d8 339,20 339,20—100,15 -27,0 -26,0 -22,0 5,05
315,00—97,05 -12,0 -23,0 -16,0
Progesteronas” 315,00 g? ;eggyli%r;lsgs 5,83
L -12,0 -26,0 -18,0
(maziau intensyvus)
Progesteronas-d9 324,20 324,20—100,15 -24,0 -26,0 -20,0 5,83
255,10—144,05 100 —380 140
I (intensyvesnis)
Estradiolis 255,10 255.10—159.10 -10,0 -19,0 -15,0 4,59
(maziau intensyvus)
Estradiolis-d5 260,10 260,10—161,25 -20,0 -19,0 -29,0 4,59

*Matuojami du produkto molekuliniai jonai: intensyvesnis — kiekybiniam jvertinimui, maziau intensyvus — patvirtinimui.
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5.1.2. Metodo tinkamumo jvertinimas

Siekiant patvirtinti metodo tinkamuma jvertintos pagrindinés analizés
charakteristikos: kalibracinés kreivés tiesiSkumas, aptikimo riba (LoD) ir
nustatymo riba (LoQ). LoD nurodo maziausig analités koncentracija
méginyje, kurig galima aptikti kokybiskai, t.y. ji nustatoma, kai analités
signalo ir fono triuk§my santykis yra lygus 3. LoQ nurodo maziausia analités
koncentracija méginyje, kurig galima jvertinti kiekybiskai, t. y. kai analités
signalo ir fono triuk§my santykis yra lygus 10. Kalibraciniy kreiviy tiesiSkumo
intervalai buvo matuojami su 12 skirtingy analités koncentracijy intervale nuo
1 ng/ml iki 100 ng/ml (kortizonas, DHEA), nuo 0,5 ng/ml iki 50 ng/ml
(kortizolis), nuo 0,05 ng/ml iki 5 ng/ml (estradiolis, testosteronas), nuo 0,25
ng/ml iki 25 ng/ml (17a-hidroksiprogesteronas, progesteronas). Visi
analizuoti junginiai parodé gera tiesiSkuma matuotame koncentracijy intervale
(r>>0,998). Pagrindinés nustatytos analizinés charakteristikos pateikiamos 8
lenteléje, o tirty steroidiniy hormony kalibracinés kreivés vaizduojamos 7
paveiksle.

8 lentelé. Pagrindinés analizinés charakteristikos

Analité Tiesés lygtis r2 rl:;) /[r)r; | rl:;)/?r; |
Kortizolis y =0,0232x - 0,0068 0,9986 0,4 0,9
Kortizonas y =0,042x-0,0362  0,9993 0,2 0,5
DHEA y =0,042x-0,0011  0,9992 1,8 6,0
Testosteronas y =0,1512x - 0,0035 0,9981 0,2 0,6
l.m_ . y =0,1284x-0,019  0,9988 0,3 0,6
hidroksiprogesteronas

Progesteronas y =0,0753x + 0,0063 0,9983 0,1 0,3
Estradiolis y =0,014x + 0,0004  0,9953 0,2 0,6

Santrumpos: LoD — aptikimo riba, LoQ — nustatymo riba
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7 pav. Steroidiniy hormony kalibracinés kreiveés
5.2.Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos tyrimas vyry imtyje
5.2.1.Tiriamyjy charakteristika
Tiriamyjy imtj sudaré 163 jauni ir vidutinio amziaus (mediana (IQR) — 39
(16,5) metai) vyrai. Dauguma tiriamyjy buvo vede ar turintys sugyventine,
nedirbantys papildomo ar naktinio darbo bei turintys aukstajj ar aukstesnjjj

i§silavinimg. Didzioji dalis asmeny teigé, jog yra neriikantys, daugiau nei pusé
tirlamyjy dirba sédimg darba, taciau laisvalaikiu uzsiima lengva ar sunkesne
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fizine veikla. Tirilamyjy sociodemografiniai ir gyvensenos veiksniai
pateikiami 9 lentelgje.

9 lentelée. ATEROSTRES projekto dalyviy sociodemografiniai ir gyvensenos
veiksniai

Rodiklis Mediana I0R
Amzius (metai) 39 16,5
Rodiklis Tiriamyjy skaicius (%)
ISsilavinimas!

Vidurinis / profesinis 9 (5,6)

Aukstasis / auks$tesnysis 151 (94,4)

Civiliné padétis®

Vedgs / turi sugyventing 115(71,9)

Nevedes / i§siskyres / naslys 45 (28,1)
Papildomas darbas*

Dirba papildomg darba 39 (24,4)

Nedirba papildomo darbo 121 (75,6)

Naktinis darbas*

Dirba naktinj darba 20 (12,5)

Nedirba naktinio darbo 140 (87,5)
Rilkymas*

Riiko 27 (16,9)

Nertiko 133 (83,1)

Fizinis aktyvumas darbe!

Sédimas darbas 111 (69,4)
Vaikséiojimas 38 (23,8)

Sunkesnis fizinis darbas 10 (6,2)

Sunkus fizinis darbas 1(0,6)

Fizinis aktyvumas laisvalaikiu?

Nejudra 29 (18,3)
Vaiksciojimas 77 (48,4)

Sunkesnés fizinés treniruotés 39 (24,5)

Sunkios fizinés treniruotés 14 (8,8)

1n=160, 2n=159

rodikliy rezultatai pateikiami 10 lenteléje.
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10 lentele. ATEROSTRES projekto dalyviy klinikiniai duomenys ir
laboratoriniy tyrimy rezultatai

- Vidurkis+SN ar MazZiausia Di_dzia
Rodiklis ] . usia
mediana (IQR) verté .
verte
KMI (kg/m?) 25,04 (4,75) 16,95 45,40
Liemens apimtis (cm) 89 (15) 69 141
SKS (mmHg) 129 (16,5) 93 175
DKS (mmHg) 76 (13) 57 104
SSD (k./min) 63 (14) 40 94
Gliukozé (mmol/1) 5,24 (0,52) 4,15 7,61
Bendrasis cholesterolis
(mmol/l) 5,02 (1,39) 3,04 8,73
DTL-cholestrolis 1,19 (0,33) 0,58 2,21
(mmol/l)
MTL-cholesterolis 3,11 (1,17) 1,56 5,05
(mmol/l)
Ne DTL-cholesterolis 3,78 (1,49) 1,09 7.61
(mmol/l)
TAG (mmol/l) 1,17 (0,86) 0,41 9,94
Kortizolis  plaukuose
46,18 (119,29 0,63 858,31
(nglg) (119.29)
CRB (mg/l) 0,64 (0,96) 0,10 31,00
CypA (ng/ml) 43,52 (60,20) 0,33 81,00
Leukocitai (10%/1) 5,47 (1,52) 2,82 9,45
Neutrofilai (10%/1) 2,50 (1,02) 1,09 6,73
Limfocitai (10%/1) 2,09 (0,84) 0,84 4,05
Monocitai (10%/1) 0,49 (0,21) 0,25 1,49
Neutrofilai (%) 47,96+8,33 29,18 73,31
Limfocitai (%) 38,91+ 8,13 14,27 59,2
Monocitai (%) 9,24+2.11 5,50 19,33
MDA (ug/l) 97,48 (35,62) 56,03 251,42
FRAP (umol Fe?*/l) 47,67 (11,41) 28,50 79,98
CD63+ su TRAP (%) 28,85 (21,05) 0,40 69,20
PAC-1+ su ADP (%) 49,40 (37,20) 0,10 90,20

Santrumpos: SN — standartinis nuokrypis, IQR — tarpkvartilinis plotis, KMI — kiino
masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS - diastolinis kraujo
spaudimas, SSD — §irdies susitraukimy daznis, DTL — didelio tankio lipoproteinai,
MTL — mazo tankio lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG —
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triacilgliceroliai, CRB — C reaktyvusis baltymas, CypA — ciklofilinas A, MDA —
malono dialdehidas, FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia (angl. ferric
reducing ability of plasma), CD63+ su TRAP —trombocity dalis, ekspresuojanti CD63
zymenj po stimuliacijos su TRAP, PAC-1+ su ADP —trombocity dalis, ekspresuojanti
PAC-1 zymenj po stimuliacijos su ADP.

5.2.2. Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos vertinimas ir sasaja su kortizolio
koncentracija plaukuose

Mazas fizinis aktyvumas ir rikymas yra pagrindiniai gyvensenos
veiksniai, susije su didesne SKL rizika. Pagal 4.3.1 poskyryje apraSyta
metodikg jvertintas bendrasis tiriamyjy fizinis aktyvumas. Nustatyta, jog
47,8 % tiriamyjy biidingas zemas bendrasis fizinio aktyvumo lygis, 0 52,2 %
tyrimo dalyviy — aktyvesnis gyvenimo biidas. Analizuojant kortizolio
koncentracijos plaukuose mediany skirtumus tarp riikanciy ir nertikanéiy
asmeny bei Zemesniu ir aukStesniu fizinio aktyvumo lygiu pasizymincCiy
tiriamyjy, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta (atitinkamai 64,69
(130,74) ng/g vs. 39,82 (102,50) ng/g, p = 0,113 ir 33,57 (108,35) ng/g vs.
54,90 (106,94) ng/g, p = 0,116).

Tiriamieji buvo suskirstyti | grupes pagal rekomenduojamas
antropometriniy (KMI, liemens apimties), arterinio kraujo spaudimo (SKS,
DKS), lipidy apykaitos (MTL-cholesterolio, ne DTL-cholesterolio, TAG
koncentracijas kraujo serume) rodikliy vertes naudojantis 2021 m.
publikuotomis Europos kardiology draugijos Sirdies ir kraujagysliy ligy
prevencijos klinikinéje praktikoje gairémis [5]. Kortizolio koncentracijos
plaukuose palyginimas tarp tiriamyjy grupiy, sudaryty pagal minéty rodikliy
vertes, pateikiamas 11 lenteléje.
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11 lentelé. Kortizolio koncentracijos plaukuose palyginimas tarp SKL rizikos
veiksniy turinéiy ir jy neturin¢iy tiriamyjy

Kortizolio
koncentracija
Rodiklis Tiriamyjy skaidius ~ (ng/g) E’eikgmé
(mediana
(IQR))
KMI (kg/m?)
18,5-24,9 80 32,13 (83,25)
25,0-29,9 57 54,68 (147,16) 0,052"
>30,0 26 74,69 (101,85)
Liemens apimtis (cm)
<94 101 34,98 (88,41) 0,007
>94 61 77,16 (152,14)
SKS (mmHg)
<140 131 39,86 (118,21) 0.253"
>140 32 52,48 (105,08)
DKS (mmHg)
<90 144 39,22 (112.68) 0,027
>90 19 93,17 (101.17)
TAG (mmol/l)
<1,70 120 44,38 (117,32) 0.306™
>1,70 43 54,68 (119,88)
MTL-cholesterolis (mmol/l)
<2,60 38 34,09 (72,67) 0.029™
>2,60 125 51,66 (136,15) '
Ne DTL-cholesterolis (mmol/l)
<3,40 58 36,11 (85,49) 0.025™
>3,40 105 54,68 (134,98) '
“Kruskalo—Voliso ranginis kriterijus, “*Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy sumy
kriterijus

Santrumpos: KMI — kiino masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS —
diastolinis kraujo spaudimas, TAG - triacilgliceroliai, MTL — maZo tankio
lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai.

I 11 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad statistiskai reikSmingi
kortizolio koncentracijos plaukuose mediany skirtumai nustatyti lyginant
tirlamyjy grupes, sudarytas pagal rekomenduojamas liemens apimties,
diastolinio kraujo spaudimo, MTL-cholesterolio ir ne DTL-cholesterolio
vertes. Nustatyta, kad tiriamiesiems, turintiems didesnes nei rekomenduojama
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minéty rodikliy vertes, buidingos statistiSkai reikSmingai didesnés kortizolio
koncentracijos plaukuose mediany vertés. Analizuojant kortizolio
koncentracijos plaukuose skirtumus tarp tiriamyjy, suskirsty j grupes pagal
kiino masés indekso, sistolinio kraujo spaudimo vertes bei triacilgliceroliy
koncentracijg kraujo serume, statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta.

Nagrinéjant sgsajas tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir tiriamyjy
klinikiniy ir laboratoriniy tyrimy rodikliy, nustatyti silpni, taciau statistiskai
reik§mingi tiesioginiai rysiai tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir KMI,
liemens apimties, sistolinio bei diastolinio kraujo spaudimo, gliukozés,
bendrojo  cholesterolio, MTL-cholesterolio, ne  DTL-cholesterolio
koncentracijy kraujo serume ir neutrofily absoliucios skaitinés vertés ir
procentinés dalies kraujyje bei atvirkstinis rysys tarp kortizolio koncentracijos
plaukuose ir limfocity procentinés dalies kraujyje (12 lentel¢).
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12 lentelé. RySys tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir antropometriniy,
lipidy ir angliavandeniy apykaitos, uzdegimo, oksidacinio streso ir trombocity
aktyvacijos bioZymeny

Rodiklis rs p reikSmé
KMI (kg/m?) 0,217 0,005
Liemens apimtis (cm) 0,211 0,007
SKS (mmHg) 0,339 9,55X 10
DKS (mmHg) 0,320 3,06X10°
SSD (k./min) 0,092 0,242
Gliukozé (mmol/l) 0,156 0,046
Bendrasis cholesterolis (mmol/l) 0,221 0,005
DTL-cholesterolis (mmol/l) -0,026 0,746
MTL- cholesterolis (mmaol/I) 0,226 0,004
Ne DTL- cholesterolis (mmol/l) 0,209 0,007
TAG (mmol/l) 0,115 0,144
CRB (mg/l) 0,108 0,171
CypA (ng/ml) 0,090 0,260
Leukocitai (10%/1) 0,089 0,262
Neutrofilai (10%/1) 0,176 0,026
Limfocitai (10%/1) -0,094 0,238
Monocitai (10%/1) 0,155 0,050
Neutrofilai (%) 0,197 0,012
Limfocitai (%) -0,217 0,006
Monocitai (%) 0,093 0,240
MDA (ug/) 0,087 0,301
FRAP (umol Fe?*/l) 0,102 0,203
CD63+ su TRAP (%) 0,066 0,416
PAC-1+ su ADP (%) -0,018 0,840

Santrumpos: rs— Spirmeno koreliacijos koeficientas, KMI — kiino masés indeksas,
SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS — diastolinis kraujo spaudimas, SSD — §irdies
susitraukimy daznis, DTL - didelio tankio lipoproteinai, MTL — mazo tankio
lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG — triacilgliceroliai, CRB
— C reaktyvusis baltymas, CypA — ciklofilinas A, MDA — malono dialdehidas, FRAP
— gelezies redukcijos antioksidaciné galia (angl. ferric reducing ability of plasma),
CD63+ su TRAP — trombocity dalis, ekspresuojanti CD63 Zymenj po stimuliacijos su
TRAP, PAC-1+ su ADP - trombocity dalis, ekspresuojanti PAC-1 zymenj po
stimuliacijos su ADP.
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Tolesnei analizei tyrimo dalyviai suskirstyti i dvi amziaus grupes: 25—
39 m. ir 40-54 m. amziaus. Pirmajai amziaus grupei (25-39 m.) priskirti 84
(51,53 %) tiriamieji, antrajai grupei (40-54 m.) — 79 (48,47 %) tiriamieji.
Vyresniems (40-54 m.) asmenims apskaic¢iuotas SCORE?2 jvertis, nurodantis
absoliucigjg rizika per 10 mety iSsivystyti Sirdies ir kraujagysliy ligai.
SCORE2 jvertis apskaiciuotas 76 tiriamiesiems, nes 3 asmenys nepateiké
informacijos apie rikymo jprocius. Nustatyta, jog SCORE2 jver¢io mediana
(IQR) yra 6 (5) %, minimali verté¢ — 3 %, maksimali verté — 19 %.

Suskirs¢ius tyrimo dalyvius j grupes pagal SCORE2 indekso verte
nustatyta, jog 15,79 % tiriamyjy SCORE2 jvertis yra <5 %, 47,37 % asmeny
SCOREZ2 yra 5-9 %, 0 36,84 % tiriamyjy SCORE2 >10 % (8 pav.).

12; 16 %

28; 37 %

36; 47 %

<5% 59% “>10%

8 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal SCORE?2 indekso vertes

Lyginant vyry, kuriy SCORE2 verté yra <5 %, 5-9 %, >10 %, Kkortizolio
koncentracijos plaukuose medianas (IQR), statistiskai reikSmingy skirtumy
nenustatyta (atitinkamai 41,04 (129,02) ng/g, 63,69 (109,87) ng/g, 46,54
(115,50) ng/g, p = 0,829) (9 pav.).
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Kortizolis, ng/g

p=0,829
400 -
200 -
0 -
<5 5-9 '

=10

SCOREZ2, %

9 pav. Kortizolio koncentracijos plaukuose palyginimas tarp skirtinga
SCOREZ2 jvertj turinéiy asmeny

Statistiskai reikSmingo ry$io tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir
SCORE?2 jvercio taip pat nenustatyta (rs = 0,093, p = 0,444) (10 pav.).
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10 pav. Rysys tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir SCORE2 jvercio
Antrosios amZiaus grupés (25-39 m.) tiriamiesiems jvertintas SKL rizikos

veiksniy skaiCius — pasirinkti rodikliai, jeinantys j SCORE2 jvercio
skai¢iavimo metodikg (rikymas, ne DTL-cholesterolis >3,4 mmol/l, SKS
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>140). Nustatyta, jog analizuojamy SKL rizikos veiksniy neturi 42,17 %
tiriamyjy, vienas rizikos veiksnys budingas 39,76 % asmeny, du rizikos
veiksniai — 13,25 % tyrimo dalyviy, o trys rizikos veiksniai — tik 4,82 %
asmeny (11 pav.).

4,5%
11;13%
35;42 %

34; 40 %

0 1m2m3

11 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal SKL rizikos veiksniy skai¢iy

Kortizolio koncentracijos plaukuose medianos lygintos trijose tiriamyjy
grupése: rizikos veiksniy neturinéiy, vieng rizikos veiksnj bei du arba tris
rizikos veiksnius turinéiy tiriamyjy grupése. I 12 pav. pateikty duomeny
matyti, kad didéjant SKL rizikos veiksniy skaiGiui pastebima kortizolio
koncentracijos plaukuose medianos (IQR) didéjimo tendencija (atitinkamai
15,98 (57,20) ng/g, 27,82 (61,53) ng/g, 39,54 (81,44) ng/g), taciau mediany
skirtumai tarp skirtingg SKL rizikos veiksniy skaiGiy turinéiy tiriamyjy
nebuvo statistiSkai reikSmingi (p = 0,164).
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12 pav. Kortizolio koncentracijos plaukuose palyginimas tarp skirtinga SKL
rizikos veiksniy skai¢iy turin¢iy asmeny

Statistiskai reikSmingo rySio tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir
SKL rizikos veiksniy skai¢iaus nebuvo nustatyta (rs = 0,211, p = 0,057)

(13 pav.).
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13 pav. Rysys tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir SKL rizikos

veiksniy skaiciaus
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5.2.3. Alostatinio kriivio jvercio skaiiavimas ir sgsaja su kortizolio
koncentracija plaukuose

Alostatinio kriivio (AK) jver¢iui skaiéiuoti buvo naudojami penkioms
grupéms priklausantys rodikliai: Sirdies ir kraujagysliy sistemos, medziagy
apykaitos, imuninés sistemos rodikliai, oksidacinio streso bei trombocity
aktyvacijos Zymenys. IS viso AK jver¢io skai¢iavimui naudota 18 skirtingy
rodikliy (kiekybiniy kintamyjy). Kiekvienas i§ minéty kiekybiniy kintamyjy
buvo perskai¢iuoti j dichotominius pagal nustatytas ribines skaitines vertes.
Ribinés vertés sudarytos apskaiciavus kiekvieno i§ rodikliy 25-gjj ar 75-ajj
procentilius tiriamojoje imtyje. Daugumai rodikliy skaitiné verté ,,1° buvo
priskirta, jei kintamojo skaitiné reikSmé buvo didesné arba lygi 75-ajam
procentiliui. DTL-chlesterolio ir FRAP rodikliams skaitiné verté ,,1° buvo
priskirta, jei kintamojo skaitiné vert¢é buvo mazesné arba lygi 25-ajam
procentiliui. Pagal minéta metodika apskai¢iuoto AK jvercio vertés galéjo
svyruoti nuo 0 iki 18 (13 lentelé).

13 lentelé. Alostatinio kruvio jver¢io skai¢iavimui naudoty rodikliy ribinés
vertes

Rodikliy grupé Rodiklis Tiriamyjy  Ribiné

skaicius verte

. ... . . SKS (mmHg) 163 >136
S.lrdles 1 kra.uja.‘g?’Shuf DKS (mmHg) 163 >83
sistemos rodikliai - )

SSD (k./min) 163 >71

KMI (kg/m?) 163 >27,91

Liemens apimtis 162 >98

(cm)

Gliukozé (mmol/l) 163 >5,50

TAG (mmol/l) 163 >1,74
Medziagy apykaitos DTL-cholesterolis 163 <1,06
rodikliai (mmol/l)

MTL-cholesterolis 163 >3,79

(mmol/l)

Bendrasis 163 >5,83

cholesterolis

(mmol/l)

CRB (mg/l) 162 >1,30
Imuninés sistemos Neutrofilai (%) 161 >52,81
rodikliai Leukocitai (10%/1) 161 >6,28

CypA (ng/ml) 160 >81,00
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13 lentelé (tesinys). Alostatinio kriivio jver¢io skai¢iavimui naudoty rodikliy
ribinés vertés
Tiriamyju  Ribiné

Rodikliy grupé Rodiklis skaidius verte

Oksidacinio streso MDA (ug/l) 142 >119,30

Zymenys FRAP (umol Fe?*/l) 158 <4292
9

Trombocity aktyvacijos CD63 su TRAP (%) 152 >40,35

. PAC-1 + su ADP

Zymenys %) 129 >66,40

Santrumpos: SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS — diastolinis kraujo spaudimas, SSD
— Sirdies susitraukimy daznis, KMI — kiino masés indeksas, TAG — triacilgliceroliai, DTL
— didelio tankio lipoproteinai, MTL — mazo tankio lipoproteinai, CRB — C reaktyvusis
baltymas, CypA — ciklofilinas A, MDA — malono dialdehidas, FRAP — gelezies redukcijos
antioksidaciné galia (angl. ferric reducing ability of plasma), CD63+ su TRAP —
trombocity dalis, ekspresuojanti CD63 Zymenj po stimuliacijos su TRAP, PAC-1+ su ADP
— trombocity dalis, ekspresuojanti PAC-1 Zymenj po stimuliacijos su ADP.

AK jvertis apskai¢iuotas 102 tiriamiesiems. Nustatyta, jog AK jveréio
mediana (IQR) lygi 4 (3), minimali vert¢ — 0, maksimali vert¢ — 12.
Analizuojant rysj tarp AK jverCiy ir kortizolio koncentracijos plaukuose,
nustatyta silpna, taciau statistiskai reikSminga (rs = 0,313, p=0,001) tiesioginé
priklausomybé tarp minéty kintamuyjy (14 pav.).

r5=0,313
!—I—I_‘H_r ‘H_l—l_lﬂ oo, P=000

400 . I
. E ! h
300 -
o . i
o . 1]
c
= 200
N
-
N
100 -
0 -

Alostatinio kruvio jvertis

14 pav. Rysys tarp alostatinio kriivio jver¢io ir kortizolio koncentracijos
plaukuose
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5.3.Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos tyrimas motery imtyje
5.3.1. Tiriamyjy charakteristika

Tyrime dalyvavo 145 vidutinio ir vyresnio amziaus moterys (amziaus
mediana (IQR) — 55 (7) metai). DidZiajai daliai motery (81,9 %) tyrimo metu
buvo prasidéjes menopauzinis laikotarpis, dauguma jy turéjo aukstajj
i§silavinimg ir buvo iStekéjusios ar turéjo sugyventinj. Vertinant tyrimo
dalyviy riikymo ir fizinio aktyvumo jprocius pastebéta, kad tik nedidelé dalis
motery yra rikancios, daugiau nei pusé tiriamyjy dirba sédimg darbg, o
laisvalaikiu uzsiima lengva fizine veikla. Tiriamyjy sociodemografiniai ir
gyvensenos veiksniai pateikiami 14 lenteléje.

14 lentelé. Tiriamyjy sociodemografiniai ir gyvensenos veiksniai

Rodiklis Mediana IQOR
Amzius (metai) 55 7
Rodiklis Tiriamyjy skaicius (%0)
ISsilavinimas
Pagrindinis 3(21)
Vidurinis / profesinis 20 (13,8)
Aukstasis / aukstesnysis 122 (84,1)
Civiliné padétis
IStekéjusi / turi sugyventinj 107 (73,8)
Netekéjusi / iSsituokusi / naslé 38 (26,2)
Naktinis darbas
Dirba naktinj darba 18 (12,4)
Nedirba naktinio darbo 127 (87,6)
Riikymas
Riuko 16 (11,0)
Nertiko 129 (89,0)
Fizinis aktyvumas darbe!
Sédimas darbas 85 (59,0)
Vaiks¢iojimas 45 (31,3)
Sunkesnis fizinis darbas 12 (8,3)
Sunkus fizinis darbas 21,4
Fizinis aktyvumas laisvalaikiu®
Nejudra 44 (30,6)
Vaiksc¢iojimas 91 (63,2)
Sunkesnés fizinés treniruotés 9(6,2)
Sunkios fizinés treniruotés 0(0)

=144
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Tiriamyjy klinikiniai duomenys ir Siame tyrime analizuoty laboratoriniy

rodikliy rezultatai pateikiami 15 lenteléje.

15 lentelé. Projekto dalyviy klinikiniai duomenys ir laboratoriniy tyrimy

rezultatai
Rodiklis Vidquisﬂ:SN ar Maziausia DidZiausia
mediana (IQR)  verté verté
KMI (kg/m?) 26,81 (8,18) 17,86 55,77
Liemens apimtis (cm) 85 (20) 62 136
SKS (mmHg) 127 (21) 89 180
DKS (mmHg) 80+9,08 59 110
SSD (k./min) 76 (15) 53 135
Gliukozé (mmol/l) 5,39 (0,71) 4,1 9,21
Bendrasis cholesterolis 5,78 (1,49) 3,75 10,69
(mmol/l)
DTL-cholesterolis (mmol/l) 1,64 (0,62) 0,85 3,2
MTL-cholesterolis 3,52 (1.32) 16 8,88
(mmol/T)
Ne DTL-cholesterolis 4,03 (1,54) 2.07 9,47
(mmaol/T)
TAG (mmol/l) 1,160 (0,74) 0,52 4,01
Apo B (g/l)} 0,92 (0,37) 0,093 1,85
Apo Al (g/l)! 1,56+0,26 0,86 2,49
Apo A2 (g/l)! 0,35 (0,065) 0,22 0,57
Apo E (mg/l)* 44,70 (12.32) 23,20 79,00
Apo Al/Apo B! 1,62 (0,72) 0,62 17,31
Kortizolis (ng/g)? 3,43 (6,75) 0,53 117,55
Kortizonas (ng/g)? 6,65 (4,95) 1,49 73,33
DHEA (ng/g)® 3,97 (4,06) 0,99 22,72
Progesteronas (ng/g)* 1,25 (2,42) 0,09 38,80
%r?;;ér)l;droksmrogesteronas 0,42 (0,25) 0,20 0,94
Estradiolis (ng/g)® 0,15 (0,18) 0,07 1,67
Testosteronas (ng/g)’ 0,22 (0,22) 0,06 17,59

1n=115, 2n=144, 3n=135, *n=123, °n=68, ®n=21, '"n=78

Santrumpos: SN — standartinis nuokrypis, 1QR — tarpkvartilinis plotis, KMI — kiino
masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS - diastolinis kraujo
spaudimas, SSD — $irdies susitraukimy daznis, DTL — didelio tankio lipoproteinai,
MTL — mazo tankio lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG —
triacilgliceroliai, Apo B — apolipoproteinas B, Apo Al — apolipoproteinas Al, Apo
A2 — apolipoproteinas A2, Apo E - apolipoproteinas E, DHEA -
dehidroepiandrosteronas, 170HP — 17a-hidroksiprogesteronas.
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5.3.2. Ivairiy veiksniy poveikis steroidiniy hormony koncentracijai
plaukuose

D¢l galimo jvairiy veiksniy poveikio steroidiniy hormony koncentracijai
plaukuose anketinéje apklausoje tiriamosios pateiké informacija apie
prasidéjusj menopauzés laikotarpj bei plauky plovimo daznj (1 Kk./sav., 2—
4 k./sav., >5 k./sav.), taip pat patirtus stiprius emocinius i§gyvenimus (pvz.:
darbo netekimas, skyrybos, artimo Zmogaus netektis) per pastaruosius tris
ménesius. Palyginus steroidiniy hormony koncentracijas plaukuose pagal
minétus veiksnius besiskirianciy tiriamyjy grupése, statistiskai reikSmingy
skirtumy nenustatyta (Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy sumy kriterijus arba
Kruskalo—Voliso ranginis kriterijus, p > 0,05).

5.3.3. Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos vertinimas ir sasaja su steroidiniy
hormony koncentracijomis plaukuose

Pagal 4.3.1 poskyryje aprasSyta metodikg jvertintas bendrasis tiriamyjy
fizinis aktyvumas. Nustatyta, jog 60,8 % tyrimo dalyviy btdingas Zemas
bendrasis fizinio aktyvumo lygis, 0 39,2 % — aktyvesnis gyvenimo budas.
Lyginant kortizolio, kortizono, DHEA koncentracijy plaukuose medianas tarp
zemesniu ir aukstesniu fizinio aktyvumo lygiu pasizyminéiy tiriamyjy,
statistiSkai reik§mingy skirtumy nenustatyta (atitinkamai 3,66 (9,74) ng/g vs.
3,58 (4,81) ng/g, p = 0,333; 6,69 (5,73) ng/g vs. 6,50 (4,07) ng/g, p = 0,362;
3,58 (3,68) ng/g vs. 4,23 (4,73) ng/g, p=0,333). Analizuojant minéty hormony
koncentracijy skirtumus tarp riikkanciy ir nertkanciy asmeny, statistiSkai
reik§mingy skirtumy taip pat nebuvo nustatyta (kortizolis: 3,10 (3,50) ng/g vs.
3,58 (6,96) ng/g, p = 0,849; kortizonas: 6,24 (3,42) ng/g vs. 7,26 (5,05) ng/g,
p =0,257; DHEA: 3,02 (2,47) ng/g vs. 4,07 (4,29) ng/g, p = 0,382).

Lyginant steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose medianas tarp
skirtingas antropometriniy, arterinio kraujo spaudimo, lipidy apykaitos
rodikliy vertes turin€iy tiriamyjy, nustatyta, jog didesnj nei rekomenduojama
SKS ir DKS turin¢ioms moterims budingos statistiskai reik§mingai didesnés
kortizolio koncentracijos plaukuose medianos. Taip pat nustatyti statistiSkai
reikSmingi kortizono koncentracijos plaukuose skirtumai tiriamyjy grupése,
sudarytose pagal KMI, liemens apimties ir SKS vertes. Palyginus DHEA
koncentracijy medianas SKL rizikos veiksnius turindiy ir jy neturinéiy
tirlamyjy grupése statistiSkai reikSmingy skirtumy negauta. Steroidiniy
hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp tiriamyjy grupiy, sudaryty
pagal minéty rodikliy vertes, pateikiamas 16 lenteléje.
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16 lentelé. Steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp SKL rizikos veiksniy turinéiy ir jy neturingiy tiriamuyjy

Kortizolio Kortizono DHEA
koncentracija koncentracija koncentracija
Rodiklis Tiriamyju skaicius (ng/g) reikimeé (ng/g) reikimeé (ng/g) reikimeé
(mediana (mediana (mediana
(IQR)) (IQR)) (IQR))
KMI (kg/m?)
18,5-249 57 3,12 (3,86) 5,83 (4,02)™ 4,52 (4,37)
25,0299 40 2,95 (5,99) 0,235" 5,71 (3,81)™ 0,002" 4,04 (2,98) 0,595"
>30,0 48 4,68 (8,05) 7,42 (9,30)™ 3,62 (4,07)
Liemens apimtis (cm)
<80 44 2,82 (3,52) - 5,71 (3,60) - 3,57 (4,78) -
>80 101 4,08 (7,57) 0,074 6,89 (7,53) 0,006 4,00 (3,59) 0,930
SKS (mmHg)
<140 112 3,10 (6,26) 0.044™ 6,15 (4,04) 0.041™ 3,45 (4,31) 0,237
>140 33 4,74 (7,27) ’ 8,23 (8,77) ’ 4,32 (2,97)
DKS (mmHg)
<90 112 3,10 (6,20) 0.045™ 5,99 (4,18) 0.103™ 3,58 (4,34) 0,103™
>90 33 5,42 (7,98) ’ 7,80 (6,78) ’ 4,46 (3,49)
TAG (mmol/l)
<1,70 113 3,62 (6,58) 0.602™ 6,58 (4,26) 0.266™ 4,12 (3,64) 0,131™
>1,70 32 3,09 (11,28) ' 6,88 (10,43) ' 3,04 (4,55)
MTL-cholesterolis (mmol/l)
<2,60 24 6,15 (15,06) 0178 6,67 (3,93) 0686™ 4,20 (3,93) 0,468™
>2,60 121 3,13 (6,41) ’ 6,65 (5,37) ’ 3,60 (5,37)
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16 lentelé (tesinys). Steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp SKL rizikos veiksniy turinéiy ir jy neturinéiy
tiriamyjy

Kortizolio Kortizono

koncentracija koncentracija E;Eéor\ltracija 0
ROEllYlE Tiriamyjy skaicius (ng/g_) reik§mé (ng/g) reikSmé  (ng/g) (mediana reik§mé

(mediana (mediana (IOR))

(IQR)) (IQR))
Ne DTL-cholesterolis (mmol/l) 0.66) 55) .18)
<3,40 35 4,14 (9,66 - 6,78 (3,55 - 4,55 (3,18 -
> 3,40 110 3,13 (6,21) 0,549 6,09 (5,39) 0,264 3,58 (4,41) 0,114
Apo B (g/l)
<1,00 71 2,85 (5,77) - 6,18 (3,48) - 3,39 (3,61) -
>1,00 a4 3.90 (9.81) 0.2277 569 (5.91) 0.8067 410 (3,60) 0,814

*Kruskalo—Voliso ranginis kriterijus

“Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy sumy kriterijus

Hokk

Duno kriterijus su Bonferonio korekcija: normalus kiino svoris (18,5 < KMI < 24,9) vs. nutukimas (KMI > 30,0), p = 0,003,
antsvoris (25,0 < KMI < 29,9) vs. nutukimas (KMI > 30,0), p = 0,033.

Santrumpos: KMI — kiino masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS — diastolinis kraujo spaudimas, MTL — mazo tankio

lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG — triacilgliceroliai, Apo B — apolipoproteinas B
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Atlikus koreliacing analize¢ nustatyti silpni, taciau statistiSkai reikSmingi
rySiai tarp tyrimo dalyviy liemens apimties, sistolinio ir diastolinio kraujo
spaudimo bei apolipoproteino E koncentracijos ir kortizolio koncentracijos
plaukuose verciy. Taip pat nustatytos statistiSkai reikSmingos tiesioginés
priklausomybés tarp kortizono koncentracijos plaukuose ir tiriamyjy KMI,
liemens apimties, sistolinio ir diastolinio kraujo spaudimo bei gliukozés
koncentracijos kraujo serume ir atvirkstiné priklausomybé tarp kortizono
koncentracijos plaukuose ir DTL-cholesterolio koncentracijos kraujo serume.
Vertinant SKL rizikos veiksniy ir DHEA koncentracijos plaukuose sasajas
nustatyti silpni statistiSkai reikSmingi rySiai tarp minéto hormono
koncentracijos ir sistolinio bei diastolinio kraujo spaudimo ver¢iy (17 lentele).
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17 lentelé. Sasajos tarp steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose ir SKL rizikos veiksniy

Kortizolio koncentracija Kortizono koncentracija DHEA koncentracija
Rodiklis (ng/g) (ng/g) (ng/g)

rs p reikSmé rs p reikSmé rs p reikSmé
KMI (kg/m?) 0,155 0,064 0,307 1,85x10* 0,002 0,978
Liemens apimtis (cm) 0,170 0,042 0,344 2,38x10°° 0,012 0,886
SKS (mmHg) 0,246 0,003 0,271 1,03x10° 0,194 0,024
DKS (mmHg) 0,227 0,006 0,276 7,98x10* 0,197 0,022
SSD (k./min) 0,0003 0,997 0,130 0,122 0,023 0,795
Gliukozé (mmol/l) 0,124 0,139 0,177 0,033 0,003 0,969
Bendrasis cholesterolis (mmol/l) —0,069 0,411 -0,127 0,129 —0,090 0,299
DTL-cholesterolis (mmol/l) -0,044 0,600 -0,249 0,003 -0,018 0,838
MTL-cholesterolis (mmol/l) -0,010 0,234 -0,107 0,201 -0,078 0,366
Ne DTL-cholesterolis (mmol/l)  -0,079 0,344 -0,080 0,339 -0,110 0,205
TAG (mmol/l) 0,090 0,283 0,077 0,356 -0,082 0,343
Apo B (g/l) 0,098 0,300 0,070 0,462 -0,019 0,845
Apo Al (g/) 0,049 0,607 -0,158 0,093 0,030 0,762
Apo A2 (g/l) 0,054 0,571 0,126 0,180 0,018 0,857
Apo E (mg/l) 0,191 0,041 0,128 0,176 0,085 0,384
Apo A1/Apo B -0,024 0,803 -0,102 0,279 0,027 0,781

Santrumpos: rs— Spirmeno koreliacijos koeficientas, KMI — kiino masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS — diastolinis kraujo
spaudimas, SSD — §irdies susitraukimy daznis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio
lipoproteinai, TAG — triacilgliceroliai, Apo B — apolipoproteinas B, Apo Al — apolipoproteinas Al, Apo A2 — apolipoproteinas A2, Apo E —
apolipoproteinas E.
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Siekiant jvertinti tyrimo dalyviy absoliuciajg rizika per 10 mety iSsivystyti
Sirdies ir kraujagysliy ligai, visoms tiriamosioms buvo apskaic¢iuotas SCORE?2
jvertis. Nustatyta, jog SCORE2 jver¢io mediana (IQR) yra 8(6) %, minimali
verté — 4 %, maksimali verté — 27 %. Tik nedidelei daliai tiriamyjy (4,14 %)
SCORE2 verté buvo <5 %, 50,34 % asmeny SCORE?2 jvertis sieké 5-9 % ir
45,52 % tiriamyjy apskaiciuotas SCOREZ jvertis buvo >10 % (15 pav.).

6;4%

66; 46 %

73; 50 %

5% "59% ">10%

15 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal SCOREZ2 indekso vertes

Tolesnei statistinei analizei tiriamosios pagal SCORE? jvertj suskirstytos
i dvi grupes: SCORE2 <10 % (maza ir vidutiné SKL rizika) ir SCORE2 >10 %
(didelé SKL rizika). Palyginus steroidiniy hormony koncentracijy medianas
minétose grupése, nustatyta statistiSkai reikSmingai didesné kortizono
koncentracijos plaukuose mediana (IQR) motery grupéje, kuriy SCORE?2
>10 %, palyginti su tiriamosiomis, kuriy SCORE2 <10 % (atitinkamai 7,16
(7,08) ng/g vs. 5,83 (3,86) ng/g, p = 0,002). Statistiskai reik§mingy kortizolio
bei DHEA koncentracijy mediany (IQR) skirtumy tarp dviejy minéty grupiy
(SCORE2 <10 % ir SCORE2 >10 %) nustatyta nebuvo (atitinkamai 3,07
(6,48) ng/g vs. 4,07 (7,32) ng/g, p = 0,121 ir 4,00 (5,20) ng/g vs. 3,93 (3,81)
ng/g, p = 0,626) (16 pav.).
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Analizuojant rySius tarp steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose ir
SCOREZ2 jvercio, nustatytos statistiSkai reikSmingos priklausomybés tarp
SCORE?Z2 ir kortizolio (rs = 0,181, p = 0,030) bei kortizono (rs = 0,253, p =
0,002) koncentracijy plaukuose. Statistiskai reikSmingos sgsajos tarp
SCORE2 ir DHEA koncentracijos plaukuose nebuvo rasta (rs = -0,043, p =
0,622) (17 pav.).
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17 pav. Rysys tarp steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose ir SCORE2
jvercio

5.3.4. Metabolinio sindromo sasaja su steroidiniy hormony
koncentracijomis plaukuose

Metabolinis sindromas (MS) nustatytas vadovaujantis Jungtiniy Amerikos
Valstijy nacionalinés cholesterolio §vietimo programos suaugusiyjy gydymo
kriterijais (NCEP-ATP I11) [89]. Pagal 2005 m. atnaujintus NCEP-ATP IlI
klasifikacijos kriterijus MS diagnozuojamas pacientams, turintiems bent tris
i§ toliau iSvardyty kriterijy:

1) liemens apimtis vyrams >102 ¢cm, moterims >88 c¢m;

2) padidéjusi TAG koncentracija (=1,7 mmol/l) arba dél to skiriamas
specifinis gydymas;

3) sumazéjusi DTL-cholesterolio koncentracija (vyrams <1,0 mmol/l,
moterims <1,3 mmol/l) arba dél to skiriamas specifinis gydymas;

4) padidéjes AKS: sistolinis >130 mmHg ar diastolinis >85 mmHg arba
anksciau diagnozuotos hipertenzijos gydymas;

5) padidéjusi gliukozés koncentracija kraujo serume nevalgius
(>5,6 mmol/l) arba anks¢iau diagnozuotas 2 tipo cukrinis diabetas.
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Pagal NCEP-ATP I kriterijus MS diagnozuotas 64 (44,14 %)
tiriamosioms.  Lyginant serganiy ir neserganiy MS tiriamyjy
sociodemografinius ir gyvensenos veiksnius nustatyta, kad serganc¢ios MS yra
vyresnio amziaus (57,5 (7) metai vs. 54,0 (6) metai). Taip pat sergan¢ioms MS
moterims nustatytos statistiskai reik8mingai didesnés kortizolio ir kortizono
koncentracijy plaukuose medianos (18 lentel¢).
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18 lentelé. Sociodemografiniy ir gyvensenos veiksniy bei steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp metaboliniu
sindromu serganciy ir neserganciy tiriamyjy

o Nesergancios MS Sergancios MS  , .. T
Rodiklis (n=81) (n=64) x° (df=1) p reikSmé
Amzius, metai (mediana (IQR)) 54,0 (6) 57,5 (7) 0,003"
Menopauzé
Taip (n (%)) 63 (78,8) 55 (85,9) -
Ne (n (%)) 17 (21.2) 9 (14,1) 1,242 0,265

Civiliné padétis

Istel;é]um / turi sugyventinj 59 (72.8) 48 (75,0)

(n (%)) 0,086 0,769"
Netekéjusi / iSsituokusi / naslé 22 (27.2) 16 (25,0) ’ '

(n (%)) ’

Naktinis darbas

Dirba naktinj darbg (n (%)) 11 (13,6) 7 (10,9) 0230 0632
Nedirba naktinio darbo (n (%)) 70 (86,4) 57 (89,1) ' '
Rikymas

Riuko (n (%)) 7 (8,6) 9(14,1) -
Neriiko (n (%)) 74 (91,4) 55 (85.9) 1,070 0,301
Fizinis aktyvumas

Mazas (n (%)) 48 (55,2) 31 (55,4) 4 "
Didelis (n (%)) 39 (44.8) 25 (44.6) 4,702x10 0,983
E(Ingt{l)z)ollo koncentracija (ng/g) (mediana 2,93 (4.82) 4,19 (8,56) 0,019°
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18 lentelé (tesinys). Sociodemografiniy ir gyvensenos veiksniy bei steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp

metaboliniu sindromu serganciy ir neserganciy tiriamyjy

Nesergancios MS

- Sergancios MS L Ny
Rodiklis (n=81) (n=64) 72 (df=1) p reik§meé
(Klgrlg)z)ono koncentracija (ng/g) (mediana 5,50 (3,58) 7,44 (7.20) 1.283x10%
gggﬁ koncentracija (ng/g) (mediana 3,58 (4,25) 4,18 (3,45) 0,384°
PSS (vidurkis£SN) 15,2245,51 16,0646,30 0,394
STAI-T (vidurkis£SN) 39,53+8,45 41,27+9,34 0,244™"
PMKI (mediana (IQR)) 5 (4) 6 (5) 0,118"

“Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy sumy kriterijus, 2 kriterijus,

Fokk,

Stjudento t kriterijus nepriklausomoms imtims.

Santrumpos: DHEA — dehidroepiandrosteronas, IQR — tarpkvartilinis plotis, MS — metabolinis sindromas, PSS — subjektyviai suvokto streso skalé,
STAI-T — asmenybinio nerimastingumo skalé, PMKI — Pitsburgo miego kokybés indeksas, SN — standartinis nuokrypis.
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Siekiant jvertinti amziaus, kortizolio bei kortizono koncentracijy
plaukuose reikSm¢ prognozuojant MS iSsivystyma, atlikta vienalypés
regresijos analizé. Nustatyta, jog didéjant amziui bei kortizono koncentracijai
plaukuose statistiSkai reikSmingai did¢ja rizika sirgti MS. StatistiSkai
reik§mingos priklausomybés tarp rizikos sirgti MS ir kortizolio koncentracijos
plaukuose nebuvo rasta (19 lentelé).

19 lentelé. Vienalypé logistinés regresijos analizé (priklausomas kintamasis —
MS diagnozé)

Rodiklis SS 95 % Pl p reik§mé
Amzius, metai 1,13 [1,04; 1,23] 0,003
Kortizolio koncentracija (ng/g) 1,01 [0,99; 1,03] 0,218

Kortizono koncentracija (ng/g) 1,07 [1,02; 1,13] 0,008
Santrumpos: Pl — pasikliautinasis intervalas, SS — $ansy santykis

I daugialypés logistinés regresijos analize buvo jtraukti amziaus ir
kortizono koncentracijos plaukuose kintamieji (20 lentelé).

20 lentelé. Daugialypé logistinés regresijos analizé (priklausomas kintamasis
— MS diagnozé)

Rodiklis SS 95 % Pl p reik§mé
Amzius, metai 1,11 [1,02; 1,22] 0,014
Kortizono koncentracija (ng/g) 1,06 [1,02; 1,13] 0,015

Santrumpos: Pl — pasikliautinasis intervalas, SS — §ansy santykis

Sudaryto daugialypés logistinés regresijos modelio vidutinis teisingas
klasifikuojamumas — 65,95 %, jautrumas — 0,81 (95 % PI [0,71; 0,89]),
specifiSkumas — 0,46 (95 % PI [0,33; 0,59]), teigiama prognostiné reikSmé —
0,66 (95 % PI [0,56;0,75]), neigiama prognostiné reiksmé — 0,66 (95 % PI
[0,50; 0,80]), teigiamas tikétinumo santykis — 1,51 (95 % PI [1,18;1,94]),
neigiamas tikétinumo santykis — 0,40 (95 % PI [0,24; 0,68]. Vertinant modelio
tinkamuma buvo apskai¢iuoti pseudodeterminacijos koeficientai: Makfadeno
— 0,134, Kokso—-Snelo — 0,169, Nagelkerkés — 0,226.

Tolesnei statistinei analizei pagal kortizolio koncentracijos plaukuose
tercilius (T1, T2, T3) tiriamosios buvo suskirstytos j tris grupes, kuriose
taikant y? kriterijy palygintas MS daznis (21 lentelé).
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21 lentelé. Tiriamyjy skirstymas | grupes pagal kortizolio koncentracijos
plaukuose tercilius

Kortizolio Sergancios Nesergancdios 7
Tercilis koncentracija MS MS (df=2) Eeikﬁmé
(ng/g) n (%) n (%)
T1 [0,53; 2,32] 15(31,2) 33 (68,8)
T2 (2,32; 5,65] 21 (44,7) 26 (55,3) 6,59 0,037
T3 (5,65; 117,55] 28 (57,1) 21 (42,9)

Santrumpos: MS — metabolinis sindromas

Nustatyta, jog MS daznis statistiSkai reikSmingai (p = 0,037) did¢ja su
kiekvienu kortizolio koncentracijos plaukuose terciliu (T1 — 31,2 %, T2 —
44,7 %, T3 — 57,1 %).

Nagrinéjant metabolinio sindromo priklausomybe nuo Kkortizolio
koncentracijos plaukuose, taikyta logistiné regresija, kurioje kaip
priklausomas kintamasis pasirinkta MS diagnozé, o kaip nepriklausomas
kintamasis — kortizolio koncentracijos plaukuose tercilis (Modelis Nr. 1).
Nustatyta, jog kortizolio koncentracija plaukuose, patenkanti j T3 intervala,
didina metabolinio sindromo $ansy santykj 2,93 (95 % PI [1,28; 6,74], p =
0,011) karto. ] logistinés regresijos modelj papildomai kaip kovariante jtrauke
amziaus kintamajj (Modelis Nr. 2), matome, jog tiriamosioms, kuriy
kortizolio koncentracija plaukuose yra T3 intervale, badingas 2,66 (95 % PI
[1,14; 6,24], p = 0,024) karto didesnis Sansy santykis, palyginti su
tiriamosiomis, Kkuriy kortizolio koncentracija plaukuose yra T1 intervale.
Logistinés regresijos analizés rezultatai pateikiami 22 lenteléje.

22 lentelé. Logistinés regresijos analizé (priklausomas kintamasis — MS
diagnoz¢)

Kortizolio

koncentraciios Modelis Nr. 1 p Modelis Nr. 2 p
torilis 195 §5 195 % PI] reikimé  $S [95 % PI] reik§mé
Tl 1,00 (referentinis) 1,00 (referentinis)

T2 1,78 [0,77;4,11] 0,179 1,76 [0,74; 4,17] 0,198
T3 2,93[1,28;6,74] 0,011 2,66 [1,14; 6,24] 0,024

Santrumpos: SS — $ansy santykis, PI — pasikliautinasis intervalas

Analogiska statistiné analizé atlikta suskirs¢ius tiriamasias ] tris grupes
pagal kortizono koncentracijos plaukuose tercilius. Nustatyta, jog MS daznis
statistiSkai reikSmingai (p = 7,218x10*%) didéja su kiekvienu kortizono
koncentracijos plaukuose terciliu (T1 — 25,0 %, T2 — 42,6 %, T3 — 63,3 %)
(23 lentelé).
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23 lentelé. Tiriamyjy skirstymas j grupes pagal kortizono koncentracijos
plaukuose tercilius

Kortizono Sergancios  Nesergancio 7

Tercilis  koncentracija MS s MS _ P o
(ng/g) n (%) n (%) (df=2)  reik§meé
T1 [1,49; 5,18] 12 (25,0) 36 (75,0)
. 7,218x10*
T2 (5,18; 7,80] 20 (42,6) 27 (57,4) 14,47
T3 (7,80; 73,33]  31(63,3) 18 (36,7)

Santrumpos: MS — metabolinis sindromas

Atlikus logistinés regresijos analiz¢ nustatyta, jog tick ] modelj nejtraukus
kity veiksniy (Modelis Nr. 1), tiek atsizvelgus j amziy (Modelis Nr. 2)
kortizono koncentracija T3 intervale yra statistiSkai reik§mingas veiksnys
prognozuojant rizikg sirgti MS (24 lentel¢).

24 lentelé. Logistinés regresijos analizé (priklausomas kintamasis — MS
diagnoze)

Ifc?rg:aiot?gcuos MOde"S M- p reik§mé MOde"S M2 p reik§mé
o SS [95 % PI] SS [95 % PI]

tercilis

T1 1,00 (referentinis) 1,00 (referentinis)

T2 2,220,93; 5,32] 0,073 2,07 [0,85; 5,04] 0,111

T3 5,17 [2,16; 12,38] 2,31x10*  4,74[1,94;11,58] 6,36x10"*

Santrumpos: SS — $ansy santykis, PI — pasikliautinasis intervalas

5.3.5. Streso, nerimo, miego kokybés vertinimas ir sasaja su §irdies ir
kraujagysliy ligy rizikos veiksniais

Tiriamyjy patiriamo streso lygiui jvertinti buvo naudojama subjektyviai
suvokto streso skalé (PSS, angl. Perceived Stress Scale). Nustatyta, jog
didzioji dalis tiriamyjy (60,69 %) patiria vidutinio lygio stresg, 35,86 %
budingas Zemas subjektyviai suvokiamo streso lygis ir tik 3,45 % teigia
patiriantys auksto lygio stresa (18 pav.).
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5, 3%

52,36 %

88; 61 %

Zemas  Vidutinis = Aukstas

18 pav. Tyrimo dalyviy pasiskirstymas pagal subjektyviai patiriamo streso
lygi

Vertinant miego kokybe naudotas Pitsburgo miego kokybés indeksas
(PMKI, angl. Pittsburgh sleep quality index). Nustatyta, jog 42 % motery
budinga prasta subjektyviai vertinama miego kokybé (PMKI >5 balai), 0 58 %
tiriamyjy teigia, kad jy miego kokybé yra gera (PMKI <5 balai).

Palyginus skirtingg streso lygj (Zemas Vvs. vidutinis ir aukstas) patirianciy
bei skirtinga miego kokybe (gera vs. prasta) pasizyminéiy tiriamyjy
gyvensenos rodiklius, statistiskai reik§mingy gyvensenos veiksniy (rikymas,
mazas fizinis aktyvumas) dazniy skirtumy tarp grupiy nenustatyta (x> arba
FiSerio tikslusis kriterijus p > 0,05).

ISanalizavus antropometriniy, arterinio kraujo spaudimo, Sirdies
susitraukimy daznio, lipidy ir angliavandeniy apykaitos rodikliy skirtumus
tarp zemo ir vidutinio bei auksto lygio stresa patirianéiy tiriamyjy, statistiSkai
reikSmingy skirtumy nenustatyta. Pazymétina, jog statistiSkai reikSmingai
didesnés KMI vertés bei gliukozés ir triacilgliceroliy koncentracijos
nustatytos tiriamosioms, kuriy miego kokybé yra blogesné (25 lentelé).
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25 lentelé. Antropometriniy, arterinio kraujo spaudimo, Sirdies susitraukimy daznio, lipidy ir angliavandeniy apykaitos rodikliy
palyginimas tarp tiriamyjy grupiy, sudaryty pagal patiriamo streso lygj ir miego kokybés jvertj

Subjektyviai suvokto streso lygis Miego kokybé
Rodiklis 5 Vidutinis ir p reik§me p reik§me

Zemas o Gera Prasta

aukstas
. :

gg"F'{)(kgl me), mediana o7 14 (g,16) 26,70 (8,77) 0,939 26,81 (7,30) 27,71 (8,88) 0,037
Liemens apimtis (cm), *k
mediana (1OR) 84,5 (18,25) 86,0 (20,00) 0,646 85,0 (18,00) 89,0 (21,00) 0,067
(SIESR)(mmHg)' mediana 159 50 (17,25) 125,0 (23,00) 0,207 127 (19,50) 126 (23,50) 0,726
DKS (mmHg), 81,40+8,55 80,689,40 0,646 80,61+8,67 81,00+0,46 0,470"
vidurkis=SN
(SI%]?Q)(k./mm), mediana 76 (14,25) 75 (14,00) 0,913 75 (14,00) 76 (14,25) 0,358"
Gliukozé (mmol/l), *x
median (10R) 5,38 (0,73) 5,41 (0,63) 0,323 5,29 (0,66) 5,63 (0,82) 0,001
Bendrasis cholesterolis 5,34 (1,31) 5,97 (1,75) 0,665 5,64 (1,45) 5,98 (1,66) 0,616
(mmol/l), mediana (IQR) ' ' ' ’ ' ’ ' ' ‘ :
DTL-cholesterolis ok
(mmolll), mediana (10R) 67 (0.56) 1,62 (0,64) 0,362 1,64 (0,47) 1,60 (0,64) 0,184
MTL-cholesterolis 3,41 (1,16) 3,61 (1,42) 0,519 3,46 (1,29) 3,57 (1,29) 0,677

(mmol/l), mediana (IQR)

87



25 lentelé (tesinys). Antropometriniy, arterinio kraujo spaudimo, Sirdies susitraukimy daznio, lipidy ir angliavandeniy apykaitos
rodikliy palyginimas tarp tiriamyjy grupiy, sudaryty pagal patiriamo streso lygij ir miego kokybés jvertj

Subjektyviai suvokto streso lygis Miego kokybé
Rodiklis P p reik§mé p reik§mé

Zemas V'dlftmls r Gera Prasta

aukstas
Ne DTL-cholesterolis s
(mmol/l), mediana (IQR) % (1:40) 4,15 (1,67) 0,490 3,97 (1,42) 413 (1,72) 0,303
ggFGQ)(mmoI/I), mediana 1,02 (0,70) 1,19 (0,77) 0,186 1,05 (0,64) 1,22 (0,93) 0,013"
(AlgoR )B (g/l), mediana 0.87 (0,26) 0,95 (0,37) 0,217 0,88 (0,32) 0,96 (0,40) 0,069
Apo AL (g/l), vidurkistSN  1,59+0,25 1,54+0,26 0,359 1,5540,23 1,55+0,29 0,955"
a\goR )AZ (9/1), mediana 0,35 (0,07) 0,34 (0,06) 0,434 0,35 (0,07) 0,34 (0,05) 0,913
ﬁg‘l’q)E (mg/l), mediana 42,90 (12,95) 45,05 (16,70) 0,484 42,70 (14,80) 45,3 (20,30) 0,162™
,(Al\g?qp)\llApo B, mediana 1,69 (0,66) 1,56 (0,79) 0,147 1,64 (0,67) 1,59 (0,79) 0,143"
0, 1 Kk

?I%OR$E2 (%), mediana g 5 7 5 8,0 (5,0) 0,188 8,0 (5,50) 10,0 (8,00) 0,103

“Stjudento t kriterijus nepriklausomoms mintims, ™ Mano-Vitnio—Vilkoksono rangy sumy kriterijus

Santrumpos: SN — standartinis nuokrypis, IQR — tarpkvartilinis plotis, KMI — kiino masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo spaudimas, DKS —
diastolinis kraujo spaudimas, SSD — irdies susitraukimy daznis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, ne DTL —
ne didelio tankio lipoproteinai, TAG — triacilgliceroliai, Apo B — apolipoproteinas B, Apo Al — apolipoproteinas A1, Apo A2 — apolipoproteinas
A2, Apo E — apolipoproteinas E.
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Atlikus koreliacing analiz¢ nustatytos silpnos, taCiau statistiskai
reikSmingos tiesioginés priklausomybés tarp PSS skalés bei PMKI verciy ir
gliukozés koncentracijos kraujo serume bei PMKI ir SCORE2 jverciy.
StatistiSkai reikSmingy klausimyny jver¢iy sasajy su kitais rodikliais
nenustatyta (26 lentelé).
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26 lentelé. RySys tarp antropomentriniy, arterinio kraujo spaudimo, Sirdies susitraukimy daznio, lipidy, angliavandeniy apykaitos
rodikliy ir subjektyviai suvokto streso skalés, STAI-T klausimyno bei Pitsburgo miego kokybés indekso jverciy

- PSS STAI-T PMKI
Rodiklis e v v
rsarrp p reikSmeé rsarrp p reikSmeé rsarrp p reikSmeé
KMI (kg/m?) 0,071 0,394 0,035 0,680 0,122 0,145
Liemens apimtis (cm) 0,066 0,428 0,034 0,685 0,109 0,195
SKS (mmHg) —-0,040 0,636 —-0,036 0,666 —-0,044 0,597
DKS (mmHg) 0,008" 0,925 0,025" 0,763 -0,053 0,527
SSD (k./min) 0,033 0,693 -0,023 0,785 0,036 0,667
Gliukozé (mmol/1) 0,170 0,041 0,117 0,159 0,265 0,001
Bendrasis cholesterolis (mmol/l) 0,033 0,695 -0,001 0,986 0,007 0,930
DTL-cholesterolis (mmol/l) —0,062 0,461 -0,092 0,274 —0,140 0,094
MTL-cholesterolis (mmol/l) 0,050 0,551 0,011 0,899 0,013 0,877
Ne DTL-cholesterolis (mmol/l) 0,040 0,629 0,031 0,709 0,050 0,549
TAG (mmol/l) 0,078 0,353 0,108 0,194 0,155 0,063
Apo B (g/l) 0,122 0,193 0,078 0,408 0,126 0,180
Apo Al (g/l) —0,058" 0,537 -0,028" 0,765 -0,006 0,946
Apo A2 (g/l) -0,133 0,157 0,044 0,638 0,010 0,915
Apo E (mg/l) 0,124 0,187 0,138 0,142 0,083 0,379
Apo Al/Apo B -0,132 0,159 —-0,052 0,584 -0,113 0,230
SCORE2 ( %) —-0,045 0,595 0,023 0,784 0,194 0,020

*Pirsono koreliacijos koeficientas

Santrumpos: rs— Spirmeno koreliacijos koeficientas, rp— Pirsono koreliacijos koeficientas, KMI — kiino masés indeksas, SKS — sistolinis kraujo
spaudimas, DKS — diastolinis kraujo spaudimas, SSD — $irdies susitraukimy daznis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio
lipoproteinai, ne DTL — ne didelio tankio lipoproteinai, TAG — triacilgliceroliai, Apo B — apolipoproteinas B, Apo Al — apolipoproteinas Al, Apo
A2 — apolipoproteinas A2, Apo E — apolipoproteinas E
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5.3.6. Streso, nerimo ir miego kokybés sasaja su steroidiniy hormony
koncentracijomis plaukuose

Lyginant steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose medianas tarp
skirtingg streso lygj patirian¢iy bei skirtinga miego kokybe pasizyminciy
tyrimo dalyviy nustatyti statistiSkai reikSmingi kortizolio koncentracijos
plaukuose mediany skirtumai tarp gera ir prasta miego kokybe pasizyminciy
tirilamyjy grupiy (27 lentelé).
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27 lentelé. Steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose palyginimas tarp tiriamyjy grupiy, sudaryty pagal patiriamo streso lygj ir
miego kokybeés jvertj

Kortizolio Kortizono DHEA
_— Tiriamyjy koncentracija RV koncentracija S koncentracija v s

REET s skaicius (ng/g), mediana p reikimé (ng/g), mediana p reikmé (ng/g), mediana B
(IQR) (IQR) (IQR)

Subjektyviai suvokto streso lygis

Zemas 52 2,95 (6,64) 5,90 (3,41) 3,46 (3,83)

V|d9t|n|s ir o3 3,89 (6,81) 0,374 6,90 (5.44) 0,430 4,20 (4,42) 0,182

aukstas

Miego kokybé

Gera 83 3,04 (4,96) 5,90 (3,71) 3,75 (3,82)

Prasta 60 4,32 (11,25) 0,039 6,88 (5.72 0,230 4,04 (3.64) 0,890

Analizuojant ry$ius tarp steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose ir streso, nerimo lygj bei miego kokybe¢ vertinanciy
klausimyny jverciy nustatyta silpna tiesioginé priklausomybé tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir subjektyviai suvokto streso
skalés (PSS) bei Pitsburgo miego kokybés indekso (PMKI) verciy (28 lentele).

28 lentelé. Rysys tarp steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose ir streso, nerimo lygj bei miego kokybe vertinan¢iy klausimyny
verciy

Rodiklis Kortizolio koncentracija (ng/g) Kortizono koncentracija (ng/g) DHEA koncentracija (ng/g)

I's p reik§mé I's p reik§mé I's p reikSmé
PSS 0,183 0,029 0,151 0,072 0,083 0,341
STAI-T 0,155 0,063 0,074 0,378 -0,045 0,604
PMKI 0,181 0,030 0,104 0,216 -0,018 0,835

Santrumpos: rs — Spirmeno koreliacijos koeficientas, DHEA — dehidroepiandrosteronas, PSS — subjektyviai suvokto streso skalé, STAI-T —
asmenybinio nerimastingumo skalé, PMKI — Pitsburgo miego kokybés indeksas
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6. REZULTATU APTARIMAS

6.1. Efektyviosios skysCiy chromatografijos ir tandeminés masiy
spektrometrijos pritaikymas steroidiniy hormony tyrimams plauky
éminiuose

Siame moksliniame darbe optimizuotos plauky éminiy paruoimo analizei
procediiros ir chromatografinio atskyrimo salygos, parinktos MS/MS
detektavimo salygos septyniy steroidiniy hormony (kortizolio, kortizono,
dehidroepiandrosterono, progesterono, 17a-hidroksiprogesterono,
estradiolio, testosterono) kiekybiniam jvertinimui plauky éminiuose.

Analitéms atskirti judri fazé buvo formuojama i§ dviejy eliuenty:
metanolio ir 0,05 % acto riigsties vandeninio tirpalo. Steroidiniy hormony
tyrimams buvo naudojama teigiama elektropurkstuviné jonizacija, todél kaip
vienas i§ eliuenty pasirinktas 0,05 % acto riigsties vandeninis tirpalas tokiu
buidu padidinant jonizacijos efektyvuma. Kity tyréjy publikuotose metodikose
pateikiami jvairGis chromatografiniam atskyrimui naudojamy tirpikliy
deriniai: 0,1 % skruzdziy riigsties vandeninis tirpalas su 10 mM amonio
formiato priedu / acetonitrilas ir metanolis (1:1, v/v) su 0,1 % skruzdziy
rigsties ir 1 mM amonio formiato priedu [76], 1,25 mM amonio acetato
vandeninis tirpalas / metanolis su 1,25 mM amonio acetato priedu [77],
vanduo ir metanolis su 0,2 mM amonio fluorido priedu (97:3, v/v) / vanduo ir
metanolis su 0,2 mM amonio fluorido priedu (3:97, v/iv) [78], metanolis ir
vanduo su 2,0 mM amonio acetato priedu (90:10, v/v) / metanolis ir vanduo
su 2,0 mM amonio acetato priedu (5:95, v/iv) [63]. Misy tyrime naudoto
judrios fazés srauto greitis — 0,4 ml/min, jleidziamo méginio taris — 10 pl.
Literatiiros duomenimis, Kituose tyrimuose naudotas panaSus judrios fazés
srauto greitis, varijuojantis nuo 0,25 ml/min iki 0,5 ml/min [63,76-78], taciau
didesnis jleidziamo méginio taris (40-100 pl) [63, 77].

Parinkdami  optimalias MS/MS detektavimo salygas naudojome
elektrosrauto jonizacijos S$altinj, esant teigiamai jonizacijai. Daugumoje
ankscCiau apraSyty metodiky taip pat naudoti elektrosrauto jonizacijos $altiniai
[76-78], isskyrus W. Gao su kolegomis [63] publikuota metodika, kurioje
kortizolio, kortizono, testosterono, progesterono, kortikosterono, DHEA ir
androstenediono jonizacijai parinktas atmosferos slégio cheminés jonizacijos
Saltinis (teigiama jonizacija). Tiek $iame moksliniame darbe, tiek kity autoriy
darbuose pasirinktas itin dideliu detektavimo jautriu pasiZymintis daugialypiy
reakcijy stebéjimo rezimas.
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Vertindami pagrindines metodo analizines charakteristikas nustatéme, jog
miisy jdiegtas metodas turi labai panasias [76, 78] arba net zemesnes [77]
anali¢iy aptikimo ir nustatymo ribas nei anksciau publikuotuose tyrimuose.
I$skirtiniu jautrumu pasizymi W. Gao ir bendraautoriy [63] jdiegta metodika,
kurioje visy tirty hormony nustatymo riby vertés yra apie 10 karty maZesnés,
palyginti su misy ir kity tyréjy jdiegtais metodais. PaZymétina, jog
pastarajame tyrime autoriai j metodika jtrauké papildomga ekstrakto gryninimo
etapg — automatizuotg kietafaze ekstrakcija (angl. on-line solid phase
extraction). Aprasytoje metodikoje nurodoma, jog kietafazés ekstrakcijos
metodu iSgrynintas méginys yra tiesiogiai jleidziamas j chromatografine
sistema taip sumazinant laiko sanaudas ir pagerinant anali¢iy nustatymo jautrj
[63]. Nors musy laboratorijoje jdiegto metodo jautrumas yra palyginimas su
kity tyréjy darbuose pateikiamomis LoQ vertémis, dirbant su realiais plauky
éminiais dél nepakankamo analizei éminio kiekio ir (ar) per mazo metodo
analizinio jautrumo ne visuose plauky éminiuose pavyko kiekybiskai
patikimai jvertinti steroidiniy hormony koncentracijas. Miisy tirtoje imtyje tik
68 (46,9 %) tiriamosioms pavyko nustatyti 17a-hidroksiprogesterono
koncentracijg, estradiolio koncentracijg plaukuose jvertinome tik 21 (14,5 %)
tiriamajai, o testosterono koncentracija plaukuose nustatyta 78 (53,8 %)
tiriamosioms (5.3.1 poskyrio 15 lentelé). Tokius rezultatus i$ dalies galima
paaiskinti ] miisy tyrima jtraukty tiriamyjy amziaus grupe — tyrime dalyvavo
50-64 m. amziaus moterys, todeél tikétina, jog lytiniy hormony koncentracijos
net ir taikant dideliu jautrumu pasizyminéius metodus yra labai mazos ir
neiSmatuojamos dél fiziologiniy priezasciy, t. y. prasidéjusio perimenopauzés
ar menopauzes laikotarpio. Siaip ar taip, siekiant dar labiau padidinti analizés
jautrj, biitina tobulinti steroidiniy hormony tyrimams naudojamus éminio
paruo§imo analizei metodus, chromatografinio atskyrimo bei MS/MS
detektavimo sglygas.

6.2. Steroidiniai hormonai plaukuose ir antropometriniai bei arterinio kraujo
spaudimo rodikliai

Sio darbo rezultatai parodé, jog intensyvesné gliukokortikoidy sekrecija
(didesnés kortizolio ir/ar kortizono koncentracijos plaukuose) yra statistiskai
reik§mingai susijusi su didesnémis pagrindiniy antropometriniy rodikliy
(KMI, liemens apimties) vertémis. Pazymétina, jog vidutinio ir vyresnio
amZiaus motery imtyje tik kortizono koncentracijg plaukuose siejo statistiskai
reik§mingas rySys su KMI vertémis. Tokie tyrimy rezultatai papildo Eline van
der Valk su kolegomis [90] publikuotos 115 skirtingy tyrimy duomenis
apibendrinancios metaanalizés rezultatus, kurie atskleidé labai silpnus (0,10 <
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r < 0,18), taciau statistiSkai reikSmingus rys$ius tarp gliukokortikoidy
koncentracijy plaukuose ir KMI bei liemens apimties verciy. Gali buti, kad
padidéjusia kortizolio koncentracijg ir nutukima sieja tiesioginis priezastinis
rySys: tiek gyviny modeliuose, tiek tiriant zmogaus audiniy biopsine
medziaga nustatyta sgsaja tarp padidéjusios 11p-HSD1 raiskos adipocituose ir
centrinio tipo nutukimo. Tiriant kepeny biopsine medZziagg bei
gliukokortikoidy ekskrecija nustatyta, jog nutukusiems asmenims budingas
padidéjes kortizono ir kortizolio koncentracijy santykis $lapime ir sumazéjusi
11B-HSD1 raiska hepatocituose, o tai galimai lemia kompensacinio
mechanizmo aktyvacija — padidéjusia kortizolio sekrecijg antinks¢iuose [91].
Nagringjant ry$j tarp létinio streso ir nutukimo neatmestina ir kity kintamyjy
jtaka: tiriant auksta 1étinio streso lygj patirianc¢ias 20-50 mety amziaus moteris
parodyta, kad joms budingas centrinio tipo nutukimas, daznesnis kaloringo
maisto vartojimas ir sumazéjusi kortizolio sekrecija, palyginti su moterimis,
kuriy patiriamo streso lygis Zemas [92]. Manoma, jog patiriant nuolatinj stresg
keiciasi mitybos jprociai, 0 daznas kaloringo maisto vartojimas yra
neabejotinai siejamas su didesne nutukimo rizika ir lemia intensyvy opioidy
iSsiskyrima, siejama su sumazéjusiu PHA aSies aktyvumu. Kita vertus,
tikétina, kad susilpnéjusi kortizolio sekrecija antinkséiuose yra pakitusios
11B-HSD1 raiskos nulemto sutrikusio kortizolio metabolizmo adipocituose ir
hepatocituose rezultatas [91].

Analizuodami steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose rySius su
tirlamyjy arteriniu kraujo spaudimu, nustatéme tiesiogine priklausomybe tarp
kortizolio, kortizono bei DHEA koncentracijy plaukuose ir tyrimo dalyviy
sistolinio bei diastolinio kraujo spaudimo. T. Stalder’io ir kolegy [93] atlikta
metaanalizé, apibendrinanti 66 tyrimy, publikuoty 2004-2015 m., rezultatus,
parodé, jog didesné kortizolio koncentracija plaukuose yra Susijusi su
didesnémis sistolinio, bet ne diastolinio kraujo spaudimo vertémis. A. Nafisa
su bendraautoriais [94] 2021 m. publikuoto atvejo ir kontrolés tyrimo
rezultatai parodé, jog kortizolio koncentracijos plaukuose mediana yra
statistiskai reikSmingai didesné pacienty, kuriems diagnozuota arteriné
hipertenzija, palyginti su asmenimis, kuriy arterinis kraujo spaudimas patenka
j normos ribas. Kitame tyrime analizuotas hipertenzijos paplitimas dviejose
tirlamyjy grupése: nustatyta, jog asmeny, kuriy kortizolio koncentracija
plaukuose didesné ar lygi tiriamoje imtyje apskai¢iuotai medianai,
hipertenzijos daznis yra 2,23 (95 % PI [1,69; 3,03]) karto didesnis nei
tirilamyjy, kuriy kortizolio koncentracija plaukuose maZesné nei mediana [95].
Rysys tarp arterinés hipertenzijos ir ilgalaikés kortizolio sekrecijos i$ dalies
paaiskinamas literatliroje iSsamiai apraSytu Kortizolio biologiniu poveikiu.
Gliukokortikoidai, kuriy koncentracija kraujo plazmoje yra apie 100—1000
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karty didesné nei aldosterono, pasizymi auk$tu afiniSkumu tiek
gliukokortikoidy, tiek mineralkortikoidy receptoriams (MR) [36, 96].
Fiziologinémis sglygomis veikiant fermentui 11B-HSD2 kortizolis ver¢iamas
kortizonu, kuris negali aktyvinti MR. D¢l Sios priezasties intensyvi 1 13-HSD2
raiSka biidinga mineralkortikoidy organuose taikiniuose — inksty zievingje
dalyje, gaubtin¢je zarnoje, seiliy ir prakaito liaukose. Esant ilgalaikiam
hiperkortizolizmui 11p-HSD2 katalizinis aktyvumas yra nepakankamas, todél
kortizolis jungiasi pric MR ir imituoja aldosterono veikimg. Pastarasis
pasireiskia padidéjusia Na* jony reabsorbcija ir K* bei H* jony Sekrecija inksty
kanaléliuose, pasyvia vandens reabsorbcija ir padidéjusiu kraujo plazmos
turiu, o tai lemia hipokalemijos, metabolinés alkalozés ir hipertenzijos
iSsivystymg [36, 96, 97]. Paminétini ir Kiti gliukokortikoidy sukeliamos
hipertenzijos atsiradimo mechanizmai: renino-angiotenzino  sistemos
aktyvacija dél suintensyvéjusios angiotenzinogeno sintezés, padidéjes Sirdies
ir kraujagysliy sistemos jautrumas vazokonstriktoriy (pvz. endotelino-1)
poveikiui, didesnis § adrenerginiy receptoriy jautrumas katecholaminams bei
vazodilatacija skatinan¢iy medZiagy (azoto oksido (NO), prostaciklino,
prostaglandino E2, kalikreino) sintezés slopinimas [36, 96].

Tyrimy, kuriuose nagrinéta kortizono koncentracijos plaukuose sgsaja su
arterinio kraujo spaudimo vertémis, rezultatai yra priestaringi. Linn K. Kuehl
ir bendraautoriy [98] publikuotame tyrime, kuriame dalyvavo 41 sveikas
asmuo ir 44 depresija sergantys pacientai, statistiskai reikSmingy rySiy tarp
kortizono koncentracijos plaukuose ir sistolinio bei diastolinio kraujo
spaudimo verliy nenustatyta. PrieSingi rezultatai apraSyti VoKietijos
mokslininky paskelbtame darbe, kuriame tirti 1 258 sveiki savanoriai ir
nustatyti labai silpni, taciau statistiSkai reikSmingi rySiai tarp kortizono
koncentracijos plaukuose ir vidutinio arterinio spaudimo veréiy tiek
neatsizvelgus i kity kintamyjy jtaka, tiek atsizvelgus j tokius veiksnius kaip
lytis, amzius, plauky priezitiros ypatumai, y-glutamiltransferazes aktyvumas
kraujo serume [99].

Siame disertaciniame darbe nustatéme, jog tiek kortizolio, tiek kortizono
koncentracijas plaukuose sieja statistiskai reikSmingi tiesioginiai rysiai su
tirlamyjy liemens apimtimi bei sistoliniu ir diastoliniu kraujo spaudimu, taciau
koreliacijos koeficienty skaitinés vertés rodo, jog stipresni rySiai esti tarp
minéty klinikiniy rodikliy ir kortizono koncentracijos plaukuose. Tikétina, jog
kortizono koncentracija plaukuose yra stabilesné ir geriau atspindi kraujyje
cirkuliuojanc¢iy gliukokortikoidy kiekj, nes kortizolio koncentracijai
plaukuose jtakos gali turéti lokalios PHA aSies aktyvacija, lemianti kortizolio
sintezg plauko folikulo lastelése [7, 90].
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Masy ziniomis, iki Siol néra atlikta tyrimy, kuriuose biity nagrinétas DHEA
koncentracijos plaukuose rySys su Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos
veiksniais. Manoma, jog DHEA biologinis poveikis pasireiSskia hormonui
prisijungus prie plazminéje membranoje esanciy su G baltymais susijusiy
specifiniy receptoriy, taip pat nustatyta, jog DHEA tiesiogiai skatina endotelio
NO sintazés (eNOS) fosforilinimg, o visa tai lemia suintensyvéjusig NO
sinteze endotelio Igstelése. Kaip jau minéta, NO pasiZzymi stipriu
vazodilataciniu poveikiu ir apsaugo endotelio lasteles nuo pazaidos [100].
Tyrimai su ziurkémis, kurioms atlikta ovarektomija, parodé, jog 3 savaites
skiriant DHEA preparatus reik§mingai sumazéjo sistolinis ir diastolinis kraujo
spaudimas, taip pat atkurtas kraujagysliy vazomotorinis atsakas j fenilefring ir
acetilcholing [101]. Nepaisant apraSyto teigiamo DHEA poveikio Sirdies ir
kraujagysliy sistemai, kohortinio daugiacentrio perspektyviojo MESA (angl.
Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) tyrimo, vykdyto 2002-2007 m.,
rezultatai parodé, jog postmenopauzinio amZiaus moterims aukStesné DHEA
koncentracija kraujo serume yra susijusi su didesne hipertenzijos i$sivystymo
rizika, net ir atsizvelgus j tokius kintamuosius kaip etniné grupé, gyvensenos
veiksniai, kiino masés indeksas (SR = 1,54 (95 % PI [1,02; 2,31]) [102].
F. Wang su kolegomis atlikta metaanalizé, i kurig jtraukta 18 klinikiniy
atsitiktiniy im¢iy tyrimy, kuriy trukmé ne mazesné nei 2 savaités, parode, jog
DHEA preparaty vartojimas neturi reikSmingo poveikio arterinio kraujo
spaudimo vertéms, ta¢iau lemia sumazéjusia kiino riebaly ir padidéjusig ktino
liesgja mase [103].

6.3. Steroidiniai hormonai plaukuose ir lipidy bei angliavandeniy apykaitos
rodikliai

Tiriant lipidy apykaitos rodikliy sasajas su streso biologiniais Zymenimis
jauny ir vidutinio amziaus vyry imtyje nustatyti statistiSkai reikSmingi
tiesioginiai rySiai tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir bendrojo
cholesterolio, MTL-cholesterolio, ne DTL-cholesterolio koncentracijy kraujo
serume. Vidutinio ir vyresnio amziaus motery imtyje nustatyta atvirkstiné
priklausomybé tarp kortizono koncentracijos plaukuose ir DTL-cholesterolio
koncentracijos kraujo serume. Analizuojant miisy ir kity tyréjy vykdyty
tyrimy rezultatus apibendrinanciy i§vady apie streso biozymeny rysj su lipidy
apykaitos rodikliais suformuluoti negalime, nes gauti rezultatai yra
priestaringi. T. Stalder’io ir kt. [99] atliktame tyrime, atsizvelgus j lIytj, amZiy,
plauky priezitiros ypatumus ir y-glutamiltransferazés aktyvuma kraujo
serume, nustatytos labai silpnos, taciau statistiSkai reik§mingos atvirkstinés
priklausomybés tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir MTL-
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cholesterolio koncentracijos kraujo serume bei kortizono koncentracijos
plaukuose ir DTL-cholesterolio koncentracijos kraujo serume. L. K. Kuehl ir
kt. [98] vykdytame tyrime atsizvelgus ] tiriamyjy lytj nustatyta kortizolio ir
kortizono koncentracijy plaukuose sgsaja su TAG koncentracija kraujo
serume (atitinkamai r, = 0,342 ir r, = 0,458, p < 0,01).

Siekdami iS$samiau jvertinti lipidy apykaitos sgsajas su létinio streso
biologiniais Zymenimis, motery imtyje papildomai tyréme apolipoproteiny B,
Al, A2 ir E koncentracijas kraujo serume. Nustatéme statistiskai reikSminga
tiesioging priklausomybe¢ tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir
apolipoproteino E (apo E) koncentracijos kraujo serume. Apo E yra 34 kDa
dydzio glikoproteinas, daugiausiai sintetinamas kepenyse ir jeinantis j didelj
kiekj TAG turin¢iy lipoproteiny, t.y. chilomikrony ir labai mazo tankio
lipoproteiny (LMTL), sudétj. Apo E svarba lipoproteiny metabolizme yra
neabejotina, nes $is glikopoteinas yra hepatocity plazminéje membranoje
iSsidésCiusiy heparano sulfato proteoglikany ir MTL receptoriy Seimai
priklausanéiy baltymy ligandas. Apo E prisijungimas prie minéty receptoriy
lemia efektyvy chilomikrony liekany ir tarpinio tankio lipoproteiny (TTL)
metabolizma kepenyse. Pazymétina, jog yra trys skirtingos apo E izoformos —
apo E2, apo E3, apo E4, kuriy pasiskirstymas paaiskina apie 4 % bendrojo
cholesterolio koncentracijos kraujo serume variacijos, o skirtingy apo E
izoformy buvimas lemia skirtinga chilomikrony liekany ir TTL metabolizmo
kepenyse efektyvuma. Nustatyta, jog apo E2 yra siejamas su mazesnémis
MTL-cholesterolio ir apo B koncentracijomis kraujo serume, o apo E4
izoforma lemia didesnes MTL-cholesterolio, apo B ir Lp(a) koncentracijas bei
yra siejama su didesniu miego arterijos vidinio ir vidurinio dangalo storiu. Dél
iy priezaséiy disertaciniame darbe nustatytos sgsajos tarp Kkortizolio ir
bendrosiosios apo E koncentracijos reikSmei jvertinti buty tikslinga istirti
atskiry apoE izoformy kiekius arba atlikti apoE genotipo nustatymo tyrimus
[104].

Vertindami streso biozymeny rysj su angliavandeniy apykaitos rodikliais
tiek motery, tiek vyry imtyje nustatéme silpnus, taciau statistiskai reikSmingus
tiesioginius ryS$ius tarp gliukokortikoidy koncentracijy plaukuose ir gliukozés
kiekio kraujo serume. Gliukokortikoidy sukelta hiperglikemija aiSkinama
keliais molekuliniais mechanizmais [105]:

1. Kepenyse gliukokortikoidai  indukuoja  geny, koduojanéiy
gliukoneogenezéje dalyvaujancius fermentus, raiska. Intensyviau
vykdoma PC (angl. pyruvate carboxylase), PCK1 (angl.
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), FBP1 (angl. fructose-1,6-
bisphosphatase 1), PFKFB1 (angl. 6-phosphofructo-2-
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kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 1), G6PC (angl. glucose-6-
phosphatase) geny raiska.

2. Griau¢iy raumenyse ir baltajame riebaliniame audinyje
gliukokortikoidai slopina gliukozés patekimg j lasteles — slopinama
insulino indukuoty GLUT4 (angl. glucose transporter 4) nesikliy
pernasa | Igsteliy plazming membrang.

3. Griauciy raumenyse gliukokortikoidai skatina baltymy katabolizmg, o
baltajame riebaliniame audinyje aktyvina lipolize — susidariusios
aminortigstys ir glicerolis naudojami kaip gliukoneogenezés
substratai.

4. Hiperkortizolizmas yra susij¢s su atsparumo insulinui i$sivystymu
periferiniuose audiniuose, o tai lemia kasos B lasteliy hiperplazija ir
hiperinsulinemijg. Esant ilgalaikei gliukokortikoidy sekrecijai kasos 3
lasteliy pajégumas silpnéja ir sintetinamas nepakankamas insulino
kiekis.

Nors kity mokslininky vykdytuose tyrimuose sgsajy tarp létinio streso
zymeny ir momentinés gliukozés koncentracijos kraujo serume nustatyta
nebuvo [98, 99], kai kuriy anksciau atlikty tyrimy rezultatai parod¢ statistiskai
reikSmingus tiesioginius rysius tarp ilgalaikés PHA asies aktyvacijos ir
aukstesniy glikozilinto hemoglobino verciy [99, 106] bei didesnio 2 tipo
cukrinio diabeto daznio [53, 107, 108].

6.4. Steroidiniai hormonai plaukuose ir uzdegimo rodikliai

Literatiiros duomenimis, gliukokortikoidy prisijungimas prie monocity ir
neutrofily citoplazmoje esanCiy gliukokortikoidy receptoriy (GR) bei
katecholaminy prisijungimas prie plazminéje membranoje i$sidésCiusiy o ir B
adrenerginiy receptoriy lemia pakitusig uzdegiminiy ir uzdegima slopinanciy
citokiny sekrecija. Besitgsian¢io streso poveikj skirtingy tipy citokiny
iSsiskyrimui galima suskirstyti i tris etapus [109]:

1. Pirmajame etape mazéja uzdegima skatinanciy (interleukino-1p,
interleukino-6, naviko nekrozés veiksnio a, interferono y) ir didé¢ja
uzdegima slopinanciy (interleukino-4, intrleukino-10, interleukino-
13) citokiny i8siskyrimas. Kortizolio ir GR kompleksas patenka j
branduolj ir minéty uzdegimg skatinanciy citokiny raiSkg slopina
transkripcijos lygmenyje inaktyvindamas tam tikrus transkripcijos
veiksnius ir reguliacinius baltymus: branduolio veiksnj kB (NF-xB),
AP-1 (angl. activator protein 1), STAT3 (angl. signal transducer and
activator of transcription 3) JAK-STAT (angl. the Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription) signalinio
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kelio veiksnius, mitogeny aktyvinamas baltymy kinazes (MAPK,
angl. mitogen-activated protein kinase).

2. Antrajame etape dél PHA asies ,,iSsekimo* atsakas j stresg susilpnéja,
iSsivysto atsparumas gliukokortikoidams. Pastarojo reiSkinio
atsiradimas aiskinamas GR koduojancio geno raiskos slopinimu, kurj
sukelia padidéjusi adrenalino ir noradrenalino koncentracija ar
gliukokortikoidy indukuotas GR prisijungimas prie neigiamo
gliukokortikoidy atsako elemento bei GR fosforilinimas veikiant p38
MAPK (angl. p38 mitogen activated protein kinase). Dél atsparumo
gliukokortikoidams slopinama IxBa (angl. nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) raiska ir
NF-xB transkripcijos veiksnys nebéra inaktyvinamas, todél skatinama
geny, atsakingy uz uzdegima skatinanciy citokiny sinteze, raiska.

3. Nepasalinus stresoriaus, prasideda treCiasis etapas: dél atsparumo
gliukokortikoidams ir aktyvaus NF-xkB toliau didéja uzdegimg
skatinan¢iy citokiny sekrecija, kuri sukelia uzdegiminj procesa,
siejamg su ateroskleroze ir kitomis ligomis.

Vyry imtyje nustatéme statistiSkai reikSmingus rySius tarp kortizolio
koncentracijos plaukuose ir neutrofily absoliucios skaitinés vertés bei
neutrofily ir limfocity procentiniy daliy kraujyje (atitinkamai rs = 0,176, p =
0,026, rs = 0,197, p = 0,012; rs = 0,217, p = 0,006), taciau reikSmingy
hormono koncentracijos sgsajy su C reaktyviojo baltymo koncentracija kraujo
serume nustatyti nepavyko. Tikétina, jog gliukokortikoidai reguliuoja tam
tikry chemokiny ir chemoatraktanty raiska, todél turi jtakos leukocity
migracijos ir apoptozés procesams, o tai gali lemti kraujyje cirkuliuojanciy
leukocity skai¢iaus pokyc¢ius [110]. Gali buti, kad létinio streso Ssukelti
leukocity tipy pasiskirstymo pokyciai pastebéti M. Penz ir kt. [110]
vykdytame tyrime: nustatyta, jog létinis stresas per vieneriy mety stebéjimo
laikotarpj lemia reikSmingai padidéjusj neutrofily kiekj ir kortizolio
koncentracija plaukuose, o minéty rodikliy pokyciai reikSmingai koreliuoja
tarpusavyje. Atsiranda vis daugiau duomeny, jog formuodami neutrofily
uzlgstelinius spastus (angl. neutrophil extracellular traps) neutrofilai atlieka
svarby vaidmenj susidarant aterosklerozinei plokstelei. Manoma, jog
neutrofily uZzlgsteliniai spastai aktyvina makrofagus, kurie i$skiria IL-1f3, 0 Sis
aktyvina T limfocitus pagalbininkus 17 (Th17), kurie palaiko uzdegiminj
procesa pritraukdami imunines lasteles | aterosklerozinés plokstelés
formavimosi vietg [111, 112].

100



6.5. Steroidiniai hormonai plaukuose ir rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy
ligomis

Klinikingje praktikoje salyginai sveikiems asmenims Sirdies ir
kraujagysliy ligy rizika vertinama pagal Europos kardiology draugijos
rekomendacijas. 2016 m. pradétas naudoti SCORE (angl. Systemic Coronary
Risk Estimation) algoritmas, kuris apraso absoliuciajg rizikg mirti nuo Sirdies
ir kraujagysliy ligy (miokardo infarkto, insulto) per artimiausius 10 mety.
Algoritmas buvo pritaikytas 40-65 m. asmenims ir atsizvelgiant j tai, kokiam
SKL rizikos regionui (didelés ar mazos rizikos) asmuo priklauso. SCORE
jverciui apskaiciuoti buvo naudojami tokie rodikliai ar rizikos veiksniai kaip
lytis, amzius, bendrojo cholesterolio koncentracija kraujo serume, sistolinis
kraujo spaudimas bei riikymas. Priklausomai nuo minéty rodikliy verciy ar
rizikos veiksniy buvimo galima SCORE jvercio skaitiné verté mazos SKL
rizikos regiono asmenims svyravo nuo 0 % iki 26 %, didelés SKL rizikos
regiono asmenims — nuo 0 % iki 47 % [113].

2021 m. SCORE algoritmas buvo atnaujintas ir pasitilyta naudoti SCORE2
(angl. Systemic Coronary Risk Estimation 2) algoritma [5], kuris apraso
absoliuciajg rizikg pirmg kartg susirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis per
artimiausius 10 mety. Algoritmas buvo pritaikytas 40-69 m. asmenims ir
atsizvelgiant | tai, kokiam SKL rizikos regionui (labai didelés, didelés,
vidutinés, mazos rizikos) asmuo priklauso. SCORE2 jverciui apskaiciuoti
naudojami tokie rodikliai ar rizikos veiksniai kaip lytis, amzius, ne DTL-
cholesterolio koncentracija, sistolinis kraujo spaudimas bei rikymas.
Pazymétina, jog skaiiuojant SCORE2 jvert] vietoje bendrojo cholesterolio
koncentracijos pradéta naudoti ne DTL-cholesterolio koncentracijos skaitiné
verté. Ne DTL-cholesterolio koncentracijos nustatymas leidzia jvertinti
cholesterolio  koncentracija aterogeniniuose, savo strukturoje apoB
turinciuose lipoproteinuose (chilomikronuose, LMTL, TTL, MTL). 2021 m.
Europos kardiology draugijos rekomendacijose teigiama, jog ne DTL-
cholesterolio koncentracija padeda tiksliau jvertinti Sirdies ir kraujagysliy ligy
rizika, o ypac tikslinga §j rodiklj naudoti pacientams, kuriems diagnozuota
hipertriacilglicerolemija ar cukrinis diabetas. SCORE2 jvercio skaitiné verté
maz0s SKL rizikos regiono asmenims svyruoja nuo 1 % iki 19 %, vidutinés
SKL rizikos regiono asmenims — nuo 1 % iki 25 %, didelés SKL rizikos
regiono asmenims — nuo 1% iki 32 %, labai didelés SKL rizikos regiono
asmenims — nuo 2 % iki 46 %. Pazymétina, jog dél itin didelio mirtingumo
nuo SKL Lietuva priklauso labai didelés SKL rizikos regionui.

Misy ziniomis, $is tyrimas yra pirmasis darbas, kuriame vertintas rysys
tarp SCORE2 jvercio ir su stresu siejamy steroidiniy hormony koncentracijy.
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Motery imtyje nustatéme statistiSkai reikSmingas priklausomybes tarp
SCORE2 ir kortizolio (rs =0,181, p =0,030) bei kortizono (rs = 0,253, p
= 0,002) koncentracijy plaukuose. Vidutinio amziaus (40-54 m.) vyry grupéje
statistiskai reik§mingy ry$iy nustatyti nepavyko. Jauny vyry (25-39 m.)
imtyje pastebéjome tendencija, jog didéjant SKL rizikos veiksniy (rikymas,
ne DTL-cholesterolis >3,4 mmol/l, SKS >140 mmHg) skai¢iui, didéja ir
kortizolio koncentracijos plaukuose vertés (rs = 0,211, p = 0,057). S. Izawa’os
ir bendraautoriy [114] vykdytame tyrime nustatyta, jog atsizvelgus |
tradicinius SKL rizikos veiksnius vidutinio ir vyresnio amziaus vyry imtyje
didesné kortizolio koncentracija plaukuose yra susijusi su 3,27
(95 % PI [1,28; 8,33]) karto didesne Giminio koronarinio sindromo rizika.
Panasis rezultatai publikuoti ir kitame atvejo ir kontrolés tyrime, kuriame
parodyta, jog pacienty, patyrusiy miokardo infarkta, kortizolio koncentracija
plaukuose, atspindinti kortizolio sekrecija vieno ménesio laikotarpiu iki
miokardo infarkto, yra statistiSkai reikSmingai didesné negu kontrolinés
grupés tiriamyjy (53,2 pg/mg vs. 22,2 pg/mg, p < 0,001) [115]. A. Nafisa ir
kt. [94] publikuotame darbe pacientams, kuriems angiografiskai patvirtinta
Sirdies vainikiniy arterijy aterosklerozé, nustatyta statistiSkai reikSmingai
didesné kortizolio koncentracijos plaukuose mediana negu kontrolinés grupés
asmenimis (158,86 pg/mg vs. 72,77 pg/mg, p = 0,001). Priesingai nei
aptartuose tyrimuose, Siame disertaciniame darbe gauti rezultatai rodo Iétinio
streso biozymeny sasajas su didesne SKL rizika salyginai sveiky, létinémis ir
iminémis ligomis neserganc¢iy asmeny grupéje. Todél tikétina, jog ateityje
objektyviis létinio streso biozymenys galéty biti naudojami SKL rizikai
jvertinti ir Sios ligos prevencijai.

Masy tyrimo rezultatai parodé, jog SCORE2 ir kortizono koncentracijos
plaukuose rysys yra stipresnis nei sgsaja tarp SCOREZ2 ir Kkortizolio
koncentracijos plaukuose. Taip pat lyginant hormony koncentracijy medianas
pagal SCORE2 jvertj sudarytose tiriamyjy grupése, statistiskai reik§mingi
skirtumai tarp grupiy nustatyti tik vertinant Kkortizono koncentracija
plaukuose. Todél létinio streso tyrimams rekomenduojame matuoti tiek
kortizolio, tiek jo biologiskai neaktyvaus metabolito kortizono koncentracijas,
nes tikétina, jog Siy dviejy hormony jvertinimas geriau atspindi ilgalaike PHA
aSies aktyvacijg ir létinio streso lygi.

6.6. Steroidiniai hormonai plaukuose ir metabolinis sindromas
Metabolinis sindromas yra laikomas vienu i§ pagrindiniy Sirdies ir

kraujagysliy ligy rizikos veiksniy. Moksliniy tyrimy duomenimis, MS yra
susijes su apie du kartus didesne SKL rizika ir net penkis kartus didesne 2 tipo
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cukrinio diabeto issivystymo rizika [116, 117]. Manoma, jog mazdaug
ketvirtadalis pasaulio suaugusiy gyventojy serga MS [118].

Kadangi ilgalaik¢ PHA aSies aktyvacija yra siejama su centrinio tipo
nutukimu, hipertenzija ir angliavandeniy apykaitos sutrikimais, manoma, kad
stresas galéty buti svarbus veiksnys MS etiopatogenezéje [119-121].
Ankstesniy tyrimy rezultatai parodeé, jog ilgalaikis ir labai intensyvus stresas
arba ypatingg stresg sukélusiy jvykiy patirtis (pvz.: atominés elektrinés
sprogimas, zemés drebéjimas) yra susijusi su didesniu metabolinio sindromo
ar atskiry jo kriterijy dazniu [122, 123].

Siame disertaciniame darbe nustatéme, jog MS daznis statistiskai
reikSmingai did¢ja su kiekvienu kortizolio ir kortizono koncentracijy
plaukuose terciliu. Taip pat pritaike logistinés regresijos modelj parodéme, jog
atsizvelgus | amziy tiriamiesiems, kuriy kortizolio koncentracija plaukuose
yra tre¢iojo tercilio intervale, biidingas 2,66 (95 % PI [1,14; 6,24], p = 0,024)
karto didesnis Sansy santykis sirgti MS, palyginti su asmenimis, kuriy
kortizolio koncentracija plaukuose yra pirmojo tercilio intervale. Atlikus
analogiska analiz¢ su kortizono koncentracijos plaukuose terciliais,
nustatéme, jog kortizolio koncentracijoms patenkant j treciojo tercilio
intervalg Sansy santykis sirgti metaboliniu sindromu didéja net 4,74 (95 % PI
[1,94; 11,58]) Karto. Sie rezultatai papildo L. K. Kuehl ir bendraautoriy [98]
vykdyto tyrimo rezultatus, kurie atskleidé reikSminga ry$j tarp kortizolio bei
kortizono koncentracijos plaukuose terciliy ir metabolinio sindromo kriterijy
skaiCiaus sveiky ir depresija serganéiy asmeny imtyje. Atvejo ir kontrolés
tyrime, kuriame dalyvavo 216 Piety Afrikos populiacijos motery, rySys tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir metabolinio sindromo diagnozés
nebuvo nustatytas. Taip pat kortizolio koncentracija plaukuose nebuvo
susijusi su potrauminio streso sindromo ir metabolinio sindromo
komorbidiskumu [124]. Tikétina, jog tokius nevienareik§mius rezultatus gali
lemti kity, tarpininkaujanciy veiksniy buvimas. Pavyzdziui, H. M. Lehrer’io
ir kt. [125] publikuotame darbe pademonstruota, jog maZesnis tiriamyjy
psichologinis atsparumas ir aukstesné kortizolio koncentracija plaukuose
buvo susijusi su didesniu metabolinio sindromo sunkumo jveréiu (angl.
metabolic syndrome severity score). Atlikus i§samesne statistine analize
paaiSkéjo, jog psichologinis atsparumas veikia kaip tarpininkaujantis
veiksnys, kuris paaiskina ry$j tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir
metabolinio sindromo.
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6.7. Subjektyviai vertinamas stresas, nerimas, miego kokybé ir Sirdies ir
kraujagysliy ligy rizikos veiksniai

Nustatéme, jog pagal Pitsburgo miego kokybés indeksg prasta miego
kokybe pasizymincioms tiriamosioms btdingos statistiSkai reikSmingai
didesnés KMI vertés bei gliukozés ir triacilgliceroliy koncentracijos kraujo
serume. Taip pat rezultatai parodé statistiSkai reik§mingg rysj tarp PMKI ir
rizikg sirgti SKL atspindin¢io SCORE2 jver¢io. Y. Zhang su kolegomis [126]
2021 m. publikuotos metaanalizés duomenimis, nemiga yra susijusi su
didesne hipertenzijos (SS = 1,41 (95 % P1 [1,19; 1,67])), hiperglikemijos (SS
=1,29 (95 % PI [1,11; 1,50])) ir nutukimo rizika (SS = 1,31 (95 % PI [1,03;
1,67])). Turkijos mokslininkai analizavo miego kokybés ir trukmés sgsajas su
Framinghamo rizikos skalés, vertinancios rizika per 10 mety susirgti
koronarine sirdies liga, jverciais. Nustatyta, jog tiek trumpa (<6 val.), tiek per
daug ilga (>8 val.) miego trukmé reik§mingai didina rizikg sirgti KSL, ta¢iau
miego kokybeé, jvertinta naudojantis PMKI, reik§mingos jtakos KSL rizikai
neturi [127]. Tikslis biologiniai mechanizmai, kaip miego trukmé ir kokybé
gali biiti siejamos su SKL, néra zinomi. Tikétina, jog prasta miego kokybe ar
nepakankama miego trukmé skatina hormony leptino ir grelino issiskyrima, o
padidéjusi jy koncentracija siejama su alkio jausmo atsiradimu bei kaloringo
maisto vartojimu. Minétas fiziologinis poveikis pasireiskia didéjancia
nutukimo ir angliavandeniy apykaitos sutrikimy rizika [127, 128].

6.8. Subjektyvas streso, nerimo, miego kokybés vertinimo rodikliai,
alostatinio kraivio jvertis ir steroidiniy hormony koncentracijos
plaukuose

Nors kortizolio, kortizono bei dehidroepiandrosterono tyrimai plauky
éminiuose yra aprasomi Kaip vertingi psichologinio ar fizinio 1étinio streso
biologiniai Zymenys [28, 129], tyrimy, kuriuose analizuotas rysys tarp minéty
rodikliy ir subjektyviy streso vertinimo metody, rezultatai yra prieStaringi.
Siame disertaciniame darbe nustatéme silpna tiesioging priklausomybe tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir subjektyviai suvokto streso skalés
jverCiy. Jdomu tai, jog panaSts rezultatai gauti tik keliuose anksciau
publikuotuose tyrimuose. Jungtiniy Amerikos Valstijy mokslininkai i$tyré
135 savanoriy (18-66 m. amziaus) kortizolio koncentracija plaukuose ir
naudodamiesi specializuotais klausimynais jvertino bendra subjektyviai
vertinamo streso lygj (angl. total subjective stress), apimantj stresa namy ir
kaimyninéje aplinkoje bei subjektyviai suvokta stresg. Minétame tyrime
parodyta, jog kortizolio koncentracija plaukuose koreliuoja su bendruoju
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subjektyviai vertinamo streso lygiu (r = 0,19, p < 0,05) [130]. Kito tyrimo
duomenimis, didesné kortizolio koncentracija plaukuose susijusi su didesniu
respondenty subjektyviai vertinamu nerimu (p = 0,033), o didesné DHEA
koncentracija — su mazesniu stipry stresg per pastaruosius tris ménesius
sukélusiy jvykiy dazniu (p = 0,025) [29]. Kity mokslininky darbuose
publikuoti rezultatai skiriasi nuo pirmiau apzvelgty tyrimy. J. Ling ir kt. [131]
paskelbtame darbe 20-42 m. amziaus motery imtyje (n = 35) nustatyta
statistiSkai reikSminga atvirkstiné koreliacija tarp kortizolio koncentracijos
plaukuose ir subjektyviai suvokto streso skalés jver¢iy (r = —0,49, p = 0,005).
Didesnés imties tyrime (n = 164), kuriame dalyvavo 18-79 m. amziaus
moterys, statistiSkai reikSmingy kortizolio koncentracijos plaukuose rysiy su
subjektyviai suvokto streso lygiu nenustatyta. Nepaisant to, parodyta
reik§minga atvirkstiné asociacija (B = —0,213, p = 0,006) tarp ilgalaikés
kortizolio sekrecijos ir Connor—Davidsono psichologinio atsparumo skalés
jverCiy, o tai leidzia daryti prieclaida jog didesné kortizolio koncentracija
plaukuose gali bati susilpnéjusio psichologinio atsparumo stresoriaus
poveikiui rodiklis [124].

Siame darbe nustatéme silpna tiesioging priklausomybe tarp kortizolio
koncentracijos plaukuose ir Pitsburgo miego kokybés indekso veréiy. Sasaja
tarp PHA asies aktyvumo ir miego kokybés rodikliy nagrinéta tik keliuose
tyrimuose. Kinijos mokslininky vykdytame tyrime, kuriame dalyvavo 65-i0s
sveikatos priezitiros jstaigy darbuotojos, taip pat nustatytas rySys tarp didesnés
kortizolio koncentracijos plaukuose ir nemigos, jvertintos naudojantis Atény
nemigos skale (angl. Athens Insomnia Scale) (r = 0,504, p <0,001) [132].
Y. Zhang ir kt. [126] vykdyto tyrimo rezultatai parodé, jog kortizolio
koncentracija plaukuose yra tarpininkaujantis veiksnys, kuris sieja pamaininj
darbg su miego sutrikimais. Manoma, jog rysys tarp padidéjusio PHA aSies
aktyvumo ir miego sutrikimy yra dvikryptis: PHA aSies aktyvacija gali biiti
susijusi su nepakankama miego trukme, sutrumpéjusia létojo miego stadija,
miego fragmentacija, o miego sutrikimai savo ruoztu lemia suintensyveéjusia
gliukokortikoidy sekrecija [126]. Disertaciniame darbe nustatytos sgsajos tarp
Pitsburgo miego kokybés indekso ir SCORE2 jverCio bei kortizolio
koncentracijos plaukuose, taip pat kortizolio koncentracijos plaukuose rysiai
su SCORE2 ir SKL rizikos veiksniais galimai rodo tiesioging ir netiesioging
(t. y. per PHA asies aktyvacija) prastos miego kokybés jtaka SKL rizikai.

Vyry imtyje patiriamo streso lygj vertinome dviem metodais: atlikdami
kortizolio koncentracijos plaukuose tyrimg bei skai¢iuodami alostatinio
kriivio jvertj. | alostatinio kriivio jver¢io skaiiavimo metodika jtraukéme
18 rodikliy, atspindinciy $irdies ir kraujagysliy sistemos, medziagy apykaitos,
imuninés sistemos veikla, taip pat oksidacinio streso ir trombocity aktyvacijos
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zymenis. Anksciau atliktuose tyrimuose oksidacinio streso ir trombocity
aktyvacijos Zymenys nebuvo jtraukiami j alostatinio krtvio skaifiavimo
metodika, taciau literatiiroje vis daugéja duomeny apie psichosocialinio streso
sgsajas su oksidaciniu stresu bei trombocity aktyvacijos procesu. E. Kim ir
bendraautoriai [133], tyre iminio psichosocialinio streso sgsajg su oksidaciniu
stresu sveiky ir Sizofrenija sergan¢iy asmeny imtyje, nustate, jog atlikus Triero
socialinio streso testa redukciné kraujo serume esanciy antioksidanty
(glutationo, askorbo riigsties, taip pat fermenty, dalyvaujanéiy neutralizuojant
reaktyviasias deguonies bei azoto formas) geba reik§mingai sumazéjo [133].
Kitame tyrime nustatyta reikSminga tiesioginé priklausomybé tarp
respondenty subjektyviai suvokiamo streso lygio ir malono dialdehido
koncentracijos bei atvirkstiné l1étinio streso koreliacija su redukuoto glutationo
koncentracija kraujo serume [134]. Eksperimentuose, atliktuose su gyviiny
modeliais, parodyta, jog iminis stresas neturi reikSmingo poveikio agonisty
skatinamai trombocity agregacijai, ta¢iau létinis stresas didina trombino ir
ADP stimuliuojamg trombocity agregacijg. Taip pat nustatyta, jog toks
poveikis nepastebimas atlikus adrenalektomija, todél tikétina, jog PHA aSies
aktyvacija ir intensyvi kortizolio sekrecija veikia kaip tarpininkaujantis
veiksnys, kuris paaiskina létinio streso ir trombocity aktyvacijos rysj [135].
Skirtingai nei kity autoriy publikuotose alostatinio kriivio skaifiavimo
metodikose, imuninés sistemos veiklg atspindin¢iy rodikliy sarasg papildéme
ciklofilino A koncentracija, taciau nejtraukéme tokiy simpatinés nervy
sistemos aktyvuma rodanciy kintamyjy kaip adrenalino ar noradrenalino
koncentracija $lapime. Ciklofilinas A yra imunofiliny Seimai priklausantis
baltymas, pasizymintis peptidil-prolil cis-trans izomeraziniu aktyvumu ir
dalyvaujantis susidarant baltymy erdvinei struktarai. Taip pat tai salyginai
naujas ir mazai tyrinétas uzdegimo mediatorius, skatinantis uzdegiminiy
citokiny, ypa¢ IL-1B, sekrecija [136, 137]. Padidéjusi ciklofilino A
koncentracija siejama su sen¢jimo procesu, Sirdies ir kraujagysliy bei kai
kuriomis onkologinémis ligomis, Alzheimerio liga, Sonine amiotrofine
skleroze [137].

Siame darbe nustatyta statistiskai reik§minga tiesiogine priklausomybé
tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir alostatinio krivio jver¢iy papildo
anksciau atlikto tyrimo [138] rezultatus, kurie taip pat atskleidé vidutinio
stiprumo ry$j tarp minéty rodikliy. Pastarajame tyrime [138] alostatiniam
kraviui skai¢iuoti buvo naudojami rodikliai, apibiidinantys SNS (adrenalino
ir noradrenalino koncentracija $lapime), Sirdies ir kraujagysliy sistemos
(liemens ir kluby apim¢iy santykis, KMI, SKS, DKS), imuninés sistemos (IL-
6, ICAM-1, CRB, E-selektinas, fibrinogenas) veikla, PHA asies (kortizolio
koncentracija Slapime, DHEA koncentracija kraujo serume) aktyvuma,
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angliavandeniy (glikozilintas hemoglobinas, HOMA-IR) ir lipidy (TAG,
DTL-cholesterolio, MTL-cholesterolio koncentracija) metabolizmg. Taip pat
vertindami kortizolio koncentracijos plaukuose ir alostatinio kravio jver¢io
patikimuma tyréjai pritaiké pakartotinio tyrimo metodika (angl. test-retest
reliability): tiriamiesiems minéty rodikliy ir anali¢iy tyrimai buvo atliekami
dvi dienas i§ eilés ir jvertintas intraklasinis koreliacijos koeficientas (ICC,
angl. intraclass correlation coefficient). Parodyta, jog tiek kortizolio
koncentracijos plaukuose matavimas, tiek alostatinio kriivio skai¢iavimas yra
itin patikimi rodikliai (atitinkamai ICC = 0,94 (95 % P1 [0,82; 0,98], ICC =
0,88 (95 % P1 [0,66; 0,96]), kurie gali biiti naudojami 1étiniam stresui vertinti
[138]. Pazymétina, jog steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose
tyrimams naudojamos jvairios méginio ruosSimo technologijos bei analizés
metodai [139], o j alostatinio kriivio skai¢iavimus jtraukiami jvairiy rodikliy
deriniai, kurie taip pat gana stipriai varijuoja tarp skirtingy tyrimy [38-40,
140]. Todél abiejy létinio streso vertinimo metodiky standartizavimas vis dar
iSlieka aktualiu ateities moksliniy tyrimy klausimu.

6.9. Tyrimo trakumai

Siame disertaciniame darbe vykdytas vienmomentis skerspjiivio tyrimas.
Sio tipo tyrimuose nustatomas ligy ar rizikos veiksniy paplitimas, taip pat
rySiai tarp kintamyjy tiriamojoje imtyje tam tikru laiko momentu. Siekiant
jvertinti prieZastingumo ryS$ius tarp ilgalaikés su stresu siejamy steroidiniy
hormony sekrecijos ir SKL i3sivystymo rizikos ar atskiry rizikos veiksniy
paplitimo tikslinga atlikti testinius (longitudinius) tyrimus. Taip pat tirtose
motery ir vyry imtyse taikytos skirtingos plauky éminiy ruo§imo analizei
procediros bei skirtingi steroidiniy hormony analizés metodai. Dél Siy
priezasCiy neturéjome galimybés atlikti statistinés analizés bendroje tiriamyjy
grupéje bei palyginti steroidiniy hormony koncentracijy plaukuose veréiy
vyry ir motery imtyse.
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ISVADOS

1. Idiegtas dideliu jautrumu ir specifiSkumu pasizymintis ESCh-MS/MS
metodas  septyniy steroidiniy hormony (kortizolio, kortizono,
dehidroepiandrosterono, testosterono, 17a-hidroksiprogesterono
progesterono, estradiolio) koncentracijoms plauky éminiuose jvertinti.

2. Vertinant kortizolio, kortizono ir dehidroepiandrosterono koncentracijy
plaukuose sgsajas su Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos veiksniais
nustatyti statistiskai reikSmingi tiesioginiai rysiai:

a) tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir liemens apimties bei
arterinio kraujo spaudimo verciy motery ir vyry imtyse;

b) tarp kortizolio koncentracijos plaukuose ir kiino masés indekso,
gliukozés, bendrojo cholesterolio, MTL-cholesterolio ir ne DTL-
cholesterolio koncentracijy kraujo serume vyry imtyje bei
apolipoproteino E koncentracijos kraujo serume motery imtyje;

c) tarp kortizono koncentracijos plaukuose ir kiino masés indekso,
liemens apimties, arterinio kraujo spaudimo verciy, gliukozés
koncentracijos  kraujo  serume bei  dehidroepiandrosterono
koncentracijos plaukuose ir arterinio kraujo spaudimo motery imtyje.

3. Nustatyti statistiskai reikSmingi tiesioginiai rysiai tarp gliukokortikoidy
koncentracijy plaukuose ir SCOREZ2 jvercio, rodancio absoliuciaja rizika
per 10 mety iSsivystyti Sirdies ir kraujagysliy ligai.

4. Didesnés kortizolio ir kortizono koncentracijy plaukuose vertés
statistiS8kai reikSmingai didina rizika sirgti metaboliniu sindromu.

5. Vyry imtyje nustatyti statistiSkai reikSmingi tiesioginiai rySiai tarp
kortizolio koncentracijos plaukuose ir alostatinio krtivio jver¢io, o motery
imtyje parodyta tik labai silpna tiesioginé Kortizolio koncentracijos
plaukuose koreliacija su subjektyviai suvokto streso skalés bei Pitsburgo
miego kokybés indekso vertémis.

108



10.

11.

12.

13.

LITERATUROS SARASAS

World Health Organisation. Cardiovascular diseases (CVDSs). Prieiga
internete: https://mww.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/cardiovascular-diseases-(cvds) (ziaréta 2022 m. geguzés
12d.).

Lietuva: salies sveikatos profilis 2021; OECD: Paryzius, 2021; ISBN
9789264492981.

Jagannathan, R.; Patel, S.A.; Ali, M.K.; Narayan, K.M.V. Global
updates on cardiovascular disease mortality trends and attribution of
traditional risk factors. Curr. Diab. Rep. 2019, 19, 1-12,
doi:10.1007/s11892-019-1161-2.

Steptoe, A.; Kivimaki, M. Stress and cardiovascular disease: an update
on current knowledge. Annu. Rev. Public Health 2013, 34, 337-354,
doi:10.1146/annurev-publhealth-031912-114452.

Visseren, F.L.J.; Mach, F.; Smulders, Y.M.; Carballo, D.; Koskinas,
K.C.; Bick, M.; Benetos, A.; Biffi, A.; Boavida, J.-M.; Capodanno, D.;
et al. 2021 ESC Guidelines on cardiovascular disease prevention in
clinical practice. Eur. J. Prev. Cardiol. 2021, 1-111,
doi:10.1093/eurjpc/zwab154.

Nicolaides, N.C.; Kyratzi, E.; Lamprokostopoulou, A.; Chrousos,
G.P.; Charmandari, E. Stress, the stress system and the role of
glucocorticoids.  Neuroimmunomodulation 2014, 22, 6-19,
doi:10.1159/000362736.

lob, E.; Steptoe, A. Cardiovascular disease and hair cortisol: a novel
biomarker of chronic stress. Curr. Cardiol. Rep. 2019, 21,
doi:10.1007/s11886-019-1208-7.

Dar, T.; Radfar, A.; Abohashem, S.; Pitman, R.K.; Tawakol, A.;
Osborne, M.T. Psychosocial stress and cardiovascular disease. Curr.
Treat. Options Cardiovasc. Med. 2019, 21, 1-17, doi:10.1007/s11936-
019-0724-5.

Gray, M.J.; Litz, B.T.; Hsu, J.L.; Lombardo, T.W. Psychometric
properties of the life events checklist. Assessment 2004, 11, 330-341,
doi:10.1177/1073191104269954.

Cohen, S., Kamarck, T., Mermelstein, R. A global measure of
perceived stress. J. Health Soc. Behav. 1983, 24, 385-396.

Ostiguy, C.S.; Ellenbogen, M.A.; Linnen, A.M.; Walker, E.F,;
Hammen, C.; Hodgins, S. Chronic stress and stressful life events in the
offspring of parents with bipolar disorder. J. Affect. Disord. 2009, 114,
74-84, doi:10.1016/j.jad.2008.08.006.

Mauss, D.; Jarczok, M.N. The streamlined allostatic load index is
associated with perceived stress in life—findings from the MIDUS
study. Stress 2021, 24, 404412,
doi:10.1080/10253890.2020.1869935.

Phillips, R.; Kraeuter, A.K.; McDermott, B.; Lupien, S.; Sarnyai, Z.

109



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

Human nail cortisol as a retrospective biomarker of chronic stress: a
systematic  review.  Psychoneuroendocrinology 2021, 123,
doi:10.1016/j.psyneuen.2020.104903.

Russell, G.; Lightman, S. The human stress response. Nat. Rev.
Endocrinol. 2019, 15, 525-534, doi:10.1038/s41574-019-0228-0.
Hellhammer, D.H.; Wiist, S.; Kudielka, B.M. Salivary cortisol as a
biomarker in stress research. Psychoneuroendocrinology 2009, 34,
163-171, doi:10.1016/j.psyneuen.2008.10.026.

Van Uum, S.H.M.; Sauvé, B.; Fraser, L.A.; Morley-Forster, P.; Paul,
T.L.; Koren, G. Elevated content of cortisol in hair of patients with
severe chronic pain: a novel biomarker for stress. Stress 2008, 11, 483—
488, doi:10.1080/10253890801887388.

El Mlili, N.; Ahabrach, H.; Cauli, O. Hair cortisol concentration as a
biomarker of sleep quality and related disorders. Life 2021, 11, 1-19,
doi:10.3390/1ife11020081.

Steudte-Schmiedgen, S.; Wichmann, S.; Stalder, T.; Hilbert, K.;
Muehlhan, M.; Lueken, U.; Beesdo-Baum, K. Hair cortisol
concentrations and cortisol stress reactivity in generalized anxiety
disorder, major depression and their comorbidity. J. Psychiatr. Res.
2017, 84, 184-190, doi:10.1016/j.jpsychires.2016.09.024.

Coello, K.; Munkholm, K.; Nielsen, F.; Vinberg, M.; Kessing, L.V.
Hair cortisol in newly diagnosed bipolar disorder and unaffected first-
degree relatives. Psychoneuroendocrinology 2019, 99, 183-190,
doi:10.1016/j.psyneuen.2018.09.020.

Kristenson, M.; Orth-Gomér, K.; Kucinskiene, Z.; Bergdahl, B.;
Calkauskas, H.; Balinkyniene, I.; Olsson, A.G. Attenuated cortisol
response to a standardized stress test in Lithuanian versus Swedish
men: The LiVicordia study. Int. J. Behav. Med. 1998, 5, 17-30,
doi:10.1207/s15327558ijbm0501_2.

Townsend, N.; Kazakiewicz, D.; Lucy Wright, F.; Timmis, A.;
Huculeci, R.; Torbica, A.; Gale, C.P.; Achenbach, S.; Weidinger, F.;
Vardas, P. Epidemiology of cardiovascular disease in Europe. Nat.
Rev. Cardiol. 2022, 19, 133-143, d0i:10.1038/s41569-021-00607-3.
Oken, B.S.; Chamine, I.; Wakeland, W. A systems approach to stress,
stressors and resilience in humans. Behav. Brain Res. 2015, 282, 144—
154, doi:10.1016/j.bbr.2014.12.047.

Burford, N.G.; Webster, N.A.; Cruz-Topete, D. Hypothalamic-
pituitary-adrenal axis modulation of glucocorticoids in the
cardiovascular system. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1-16,
doi:10.3390/ijms18102150.

Tsigos, C.; Chrousos, G.P. Hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
neuroendocrine factors and stress. J. Psychosom. Res. 2002, 53, 865—
871, doi:10.1016/S0022-3999(02)00429-4.

Crosswell, A.D.; Lockwood, K.G. Best practices for stress
measurement: How to measure psychological stress in health research.

110



26.

27,

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Heal. Psychol. Open 2020, 7, 1-12, doi:10.1177/2055102920933072.
Guidi, J.; Lucente, M.; Sonino, N.; Fava, G.A. Allostatic load and its
impact on health: a systematic review. Psychother. Psychosom. 2020,
90, 11-27, doi:10.1159/000510696.

Smyth, N.; Hucklebridge, F.; Thorn, L.; Evans, P.; Clow, A. Salivary
cortisol as a biomarker in social science research. Soc. Personal.
Psychol. Compass 2013, 7, 605-625, doi:10.1111/spc3.12057.
Ullmann, E.; Barthel, A.; Petrowski, K.; Stalder, T.; Kirschbaum, C.;
Bornstein, S.R. Pilot study of adrenal steroid hormones in hair as an
indicator of chronic mental and physical stress. Sci. Rep. 2016, 6, 1-7,
doi:10.1038/srep25842.

Qiao, S.; Li, X,; Zilioli, S.; Chen, Z.; Deng, H.; Pan, J.; Guo, W. Hair
measurements of cortisol, DHEA, and DHEA to cortisol ratio as
biomarkers of chronic stress among people living with HIV in China:
Known-group  validation. PLoS One 2017, 12, 1-15,
doi:10.1371/journal.pone.0169827.

Storbeck, K.H.; Schiffer, L.; Baranowski, E.S.; Chortis, V.; Prete, A.;
Barnard, L.; Gilligan, L.C.; Taylor, A.E.; Idkowiak, J.; Arlt, W.; et al.
Steroid metabolome analysis in disorders of adrenal steroid
biosynthesis and metabolism. Endocr. Rev. 2019, 40, 1605-1625,
doi:10.1210/er.2018-00262.

Schiffer, L.; Barnard, L.; Baranowski, E.S.; Gilligan, L.C.; Taylor,
A.E.; Arlt, W.; Shackleton, C.H.L.; Storbeck, K.H. Human steroid
biosynthesis, metabolism and excretion are differentially reflected by
serum and urine steroid metabolomes: a comprehensive review. J.
steroid Biochem. Mol. Biol. Biochem. Mol. Biol. 2019, 194, 105439,
doi:10.1016/j.jsbmb.2019.105439.

Bacila, I.-A.; Elder, C.; Krone, N. Update on adrenal steroid hormone
biosynthesis and clinical implications. Arch. Dis. Child. 2019, 104,
1223-1228, doi:10.1136/archdischild-2017-313873.

Cole, T.J.; Short, K.L.; Hooper, S.B. The science of steroids. Semin.
Fetal Neonatal Med. 2019, 24, 170-175,
doi:10.1016/j.siny.2019.05.005.

Ghayee, H.K.; Auchus, R.J. Basic concepts and recent developments
in human steroid hormone biosynthesis. Rev. Endocr. Metab. Disord.
2007, 8, 289-300, doi:10.1007/s11154-007-9052-2.

Dagklis, T.; Ravanos, K.; Makedou, K.; Kourtis, A.; Rousso, D.
Common features and differences of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis in male and female. Gynecol. Endocrinol. 2015, 31, 14—
17, do0i:10.3109/09513590.2014.959917.

Barbot, M.; Ceccato, F.; Scaroni, C. The pathophysiology and
treatment of hypertension in patients with Cushing’s syndrome. Front.
Endocrinol. 2019, 10, 1-9, doi:10.3389/fendo0.2019.00321.

McEwen, B.S.; Stellar, E. Stress and the individual. Mechanisms
leading to disease. Arch Intern Med. 1993, 153, 2093-2101,

111



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

doi:10.1001/archinte.1993.00410180039004.

Duong, M.T.; Bingham, B.A.; Aldana, P.C.; Chung, S.T.; Sumner,
A.E. Variation in the calculation of allostatic load score: twenty-one
examples from NHANES. J Racial Ethn Heal. Disparities 2017, 4,
455-461, doi:10.1007/s40615-016-0246-8.

Wippert, P.-M.; Honold, V.; Wang, V.C.; Kirschbaum, C. Assessment
of chronic stress: comparison of hair biomarkers and allostatic load
indices. Psychol. Res. 2014, 4, 517-524, do0i:10.17265/2159-
5542/2014.07.001.

Edes, A.N.; Crews, D.E. Allostatic load and biological anthropology.
Am. J. Phys. Anthropol. 2017, 162, 4470, doi:10.1002/ajpa.23146.
Parker, H.W.; Abreu, A.M.; Sullivan, M.C.; Vadiveloo, M.K.
Allostatic load and mortality: a systematic review and meta-analysis.
Am. J. Prev. Med. 2022, doi:10.1016/j.amepre.2022.02.003.

Lewis, J.G. Steroid analysis in saliva: an overview. Clin. Biochem.
Rev. 2006, 27, 139-46.

French, D. Advances in bioanalytical techniques to measure steroid
hormones in serum. Bioanalysis 2016, 8, 1203-1219, doi:10.4155/bio-
2015-0025.

Phillips, R.; Kraeuter, A.K.; McDermott, B.; Lupien, S.; Sarnyai, Z.
Human nail cortisol as a retrospective biomarker of chronic stress: a
systematic review. Psychoneuroendocrinology 2021, 123, 1-16,
doi:10.1016/j.psyneuen.2020.104903.

Malon, R.S.P.; Sadir, S.; Balakrishnan, M.; Corcoles, E.P. Saliva-
based biosensors: noninvasive monitoring tool for clinical diagnostics.
Biomed Res. Int. 2014, 1-20, do0i:10.1155/2014/962903.

Behringer, V.; Deschner, T. Non-invasive monitoring of physiological
markers in  primates. Horm. Behav. 2017, 91, 3-18,
doi:10.1016/j.yhbeh.2017.02.001.

Greff, M.J.E.; Levine, J.M.; Abuzgaia, A.M.; Elzagallaai, A.A;
Rieder, M.J.; van Uum, S.H.M. Hair cortisol analysis: An update on
methodological considerations and clinical applications. Clin.
Biochem. 2019, 63, 1-9, doi:10.1016/j.clinbiochem.2018.09.010.
Gerber, M.; Brand, S.; Lindwall, M.; Elliot, C.; Kalak, N.; Christian,
H.; Piihse, U.; Jonsdottir, .H. Concerns regarding hair cortisol as a
biomarker of chronic stress in exercise and sport science. J. Sport. Sci.
Med. 2012, 11, 571-581.

Koren, L.; Mokady, O.; Karaskov, T.; Klein, J.; Koren, G.; Geffen, E.
A novel method using hair for determining hormonal levels in wildlife.
Anim. Behav. 2002, 63, 403406, doi:10.1006/anbe.2001.1907.
Wright, K.D.; Hickman, R.; Laudenslager, M.L. Hair cortisol analysis:
a promising biomarker of HPA activation in older adults.
Gerontologist 2015, 55, S140-S145, doi:10.1093/geront/gnul74.
Wester, V.L.; Van Rossum, E.F.C. Clinical applications of cortisol
measurements in hair. Eur. J. Endocrinol. 2015, 173, M1-M10,

112



52,

53.

54,

95.

56.

of.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

doi:10.1530/EJE-15-0313.

Gow, R.; Thomson, S.; Rieder, M.; Uum, S. Van; Koren, G. An
assessment of cortisol analysis in hair and its clinical applications.
Forensic Sci. Int. 2010, 196, 32-37,
doi:10.1016/j.forsciint.2009.12.040.

Abell, J.G.; Stalder, T.; Ferrie, J.E.; Shipley, M.J.; Kirschbaum, C.;
Kiviméki, M.; Kumari, M. Assessing cortisol from hair samples in a
large  observational  cohort: the  Whitehall Il study.
Psychoneuroendocrinology 2016, 73, 148-156,
doi:10.1016/j.psyneuen.2016.07.214.

Noppe, G. Long-term steroid hormone concentrations in healthy
children, in obesity, and in disease. Daktaro disertacija, Roterdamo
Erasmus universitetas, 2015, ISBN: 978-94-6182-725-8.

Fischer, S.; Schumacher, S.; Skoluda, N.; Strahler, J. Fingernail
cortisol — state of research and future directions. Front.
Neuroendocrinol. 2020, 58, 1-6, doi:10.1016/j.yfrne.2020.100855.
Meyer, J.S.; Novak, M.A. Minireview: Hair cortisol: a novel
biomarker of hypothalamic-pituitary- adrenocortical activity.
Endocrinology 2012, 153, 4120-4127, doi:10.1210/en.2012-1226.
Lee, D.Y.; Kim, E.; Choi, M.H. Technical and clinical aspects of
cortisol as a biochemical marker of chronic stress. BMB Rep. 2015, 48,
209-216.

Gao, W.; Kirschbaum, C.; Grass, J.; Stalder, T. LC-MS based analysis
of endogenous steroid hormones in human hair. J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 2016, 162, 92-99, doi:10.1016/j.jsbmb.2015.12.022.
Kroshko, T.; Kapronczai, L.; Cattet, M.R.L.; Macbeth, B.J;
Stenhouse, G.B.; Obbard, M.E.; Janz, D.M. Comparison of methanol
and isopropanol as wash solvents for determination of hair cortisol
concentration in grizzly bears and polar bears. MethodsX 2017, 4, 68—
75, d0i:10.1016/j.mex.2017.01.004.

Gao, W.; Stalder, T.; Kirschbaum, C. Quantitative analysis of estradiol
and six other steroid hormones in human saliva using a high throughput
liquid chromatography-tandem mass spectrometry assay. Talanta
2015, 143, 353-358, d0i:10.1016/j.talanta.2015.05.004.

Herane Vives, A.; De Angel, V.; Papadopoulos, A.; Strawbridge, R.;
Wise, T.; Young, A.H.; Arnone, D.; Cleare, A.J. The relationship
between cortisol, stress and psychiatric illness: New insights using hair
analysis. J. Psychiatr. Res. 2015, 70, 38-49,
doi:10.1016/j.jpsychires.2015.08.007.

Xiang, L.; Sunesara, I.; Rehm, K.E.; Marshall, G.D. A modified and
cost-effective method for hair cortisol analysis. Biomarkers 2016, 21,
200-203, doi:10.3109/1354750X.2015.1130748.

Gao, W.; Stalder, T.; Foley, P.; Rauh, M.; Deng, H.; Kirschbaum, C.
Quantitative analysis of steroid hormones in human hair using a
column-switching LC — APCI — MS / MS assay. J. Chromatogr. B

113



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

2013, 928, 1-8, d0i:10.1016/j.jchromb.2013.03.008.

Taylor, A.E.; Keevil, B.; Huhtaniemi, I.T. Mass spectrometry and
immunoassay: how to measure steroid hormones today and tomorrow.
Eur. J. Endocrinol. 2015, 173, D1-D12, doi:10.1530/EJE-15-0338.
Dettenborn, L.; Tietze, A.; Kirschbaum, C.; Stalder, T. The assessment
of cortisol in human hair: associations with sociodemographic
variables and potential confounders. Stress 2012, 15, 578-588,
doi:10.3109/10253890.2012.654479.

Gao, W.; Xie, Q.; Jin, J.; Qiao, T.; Wang, H.; Chen, L.; Deng, H.;
Lu, Z. HPLC-FLU detection of cortisol distribution in human hair.
Clin. Biochem. 2010, 43, 677-682,
doi:10.1016/j.clinbiochem.2010.01.014.

Couchman, L.; Vincent, R.P.; Ghataore, L.; Moniz, C.F.; Taylor, N.F.
Challenges and benefits of endogenous steroid analysis by LC-
MS/MS. Bioanalysis 2011, 3, 2549-2572, doi:10.4155/bio.11.254.
Skoluda, N.; Dettenborn, L.; Stalder, T.; Kirschbaum, C. Elevated hair
cortisol concentrations in endurance athletes.
Psychoneuroendocrinology 2012, 37, 611-617,
doi:10.1016/j.psyneuen.2011.09.001.

Gao, W.E.L.; Zhong, P.; Xie, Q.; Wang, H.; Jin, J.; Deng, H.; Lu, Z.
Temporal features of elevated hair cortisol among earthquake
survivors. Psychophysiology 2014, 51, 319-326,
doi:10.1111/psyp.12179.

Grunau, R.E.; Cepeda, I.L.; Chau, C.M.Y.; Brummelte, S.; Weinberg,
J.; Lavoie, P.M.; Ladd, M.; Hirschfeld, A.F.; Russell, E.; Koren, G.; et
al. Neonatal pain-related stress and NFKBIA genotype are associated
with altered cortisol levels in preterm boys at school age. PLoS One
2013, 8, 1-10, doi:10.1371/journal.pone.0073926.

Wei, J.; Sun, G.; Zhao, L.; Yang, X.; Liu, X.; Lin, D.; Li, T.; Ma, X.
Analysis of hair cortisol level in first-episodic and recurrent female
patients with depression compared to healthy controls. J. Affect.
Disord. 2015, 175, 299-302, doi:10.1016/j.jad.2015.01.023.
Slominski, R.; Rovnaghi, C.R.; Anand, K.J.S. Methodological
considerations for hair cortisol measurements in children. Ther. Drug
Monit. 2015, 37, 812-820, doi:10.1097/FTD.0000000000000209.
Karlén, J.; Ludvigsson, J.; Frostell, A.; Theodorsson, E.; Faresjo, T.
Cortisol in hair measured in young adults - a biomarker of major life
stressors? BMC Clin. Pathol. 2011, 11, 2—7.

Hobo, Y.; Nishikawa, J.; Miyashiro, Y.; Fujikata, A. Measurement of
steroid hormones by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry with small amounts of hair. Steroids 2020, 164, 108732,
doi:10.1016/j.steroids.2020.108732.

Gaudl, A.; Kratzsch, J.; Bae, Y.J.; Kiess, W.; Thiery, J.; Ceglarek, U.
Liquid chromatography quadrupole linear ion trap mass spectrometry
for quantitative steroid hormone analysis in plasma, urine, saliva and

114



76.

17.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

hair. J. Chromatogr. A 2016, 1464, 64-71,
doi:10.1016/j.chroma.2016.07.087.

Dong, Z.; Wang, C.; Zhang, J.; Wang, Z. A UHPLC-MS/MS method
for profiling multifunctional steroids in human hair. Anal. Bioanal.
Chem. 2017, 409, 4751-4769, doi:10.1007/s00216-017-0419-2.
Noppe, G.; De Rijke, Y.B.; Dorst, K.; Van Den Akker, E.L.T.; Van
Rossum, E.F.C. LC-MS/MS-based method for long-term steroid
profiling in human scalp hair. Clin. Endocrinol. (Oxf). 2015, 83, 162—
166, doi:10.1111/cen.12781.

Voegel, C.D.; Hofmann, M.; Kraemer, T.; Baumgartner, M.R.; Binz,
T.M. Endogenous steroid hormones in hair: investigations on different
hair types, pigmentation effects and correlation to nails. Steroids 2020,
154, 108547, d0i:10.1016/j.steroids.2019.108547.

Raul, J.-S.; Cirimele, V.; Ludes, B.; Kintz, P. Detection of
physiological concentrations of cortisol and cortisone in human hair.
Clin. Biochem. 2004, 37, 1105-1111,
doi:10.1016/j.clinbiochem.2004.02.010.

Giannoglou, G.D.; Koskinas, K.C. Mental stress and cardiovascular
disease: growing evidence into the complex interrelation between
mind and heart. Angiology 2015, 66, 5-7,
doi:10.1177/0003319714525032.

Rosengren, A.; Hawken, S.; Ounpuu, S.; Sliwa, K.; Zubaid, M.;
Almahmeed, W.A.; Blackett, K.N. Association of psychosocial risk
factors with risk of acute myocardial infarction in 11 119 cases and 13
648 controls from 52 countries (the INTERHEART study): case-
control study. Lancet 2004, 364, 953-962.

Booth, J.; Connelly, L.; Lawrence, M.; Chalmers, C.; Joice, S.; Becker,
C.; Dougall, N. Evidence of perceived psychosocial stress as a risk
factor for stroke in adults: a meta-analysis. BMC Neurol. 2015, 15, 1-
12, doi:10.1186/512883-015-0456-4.

Andreou, E.; Alexopoulos, E.C.; Lionis, C.; Varvogli, L.; Gnardellis,
C.; Chrousos, G.P.; Darviri, C. Perceived stress scale: reliability and
validity study in Greece. Int. J. Environ. Res. Public Health 2011, 8,
3287-3298, doi:10.3390/ijerph8083287.

Julian, L.J. Measures of anxiety. Arthritis Care Res 2011, 63, 1-11,
doi:10.1002/acr.20561.Measures.

Buysse, D.J.; Reynolds, C.F.; Monk, T.H.; Berman, S.R.; Kupfer, D.J.
The Pittsburgh sleep quality index: a new instrument for psychiatric
practice and research. Psychiatry Res. 1989, 28, 193-213,
doi:10.1016/0165-1781(89)90047-4.

de Palo, E.F.; Antonelli, G.; Benetazzo, A.; Prearo, M.; Gatti, R.
Human saliva cortisone and cortisol simultaneous analysis using
reverse phase HPLC technique. Clin. Chim. Acta 2009, 405, 6065,
doi:10.1016/j.cca.2009.04.006.

Khoschsorur, G.A.; Winklhofer-Roob, B.M.; Rabl, H.; Auer, T.; Peng,

115



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Z.; Schaur, R.J. Evaluation of a sensitive HPLC method for the
determination of malondialdehyde, and application of the method to
different biological materials. Chromatographia 2000, 52, 181-184,
doi:10.1007/BF02490453.

Benzie, I.F.; Strain, J. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as
a measure of “antioxidant power”: the FRAP assay. Anal. Biochem.
1996, 239, 70-76, doi:10.1006/abi0.1996.0292.

Alberti, G.; Zimmet, P.; Shaw, J.; Grundy, S.M. The IDF consensus
worldwide definition of the metabolic syndrome. IDF Commun. 2006,
1-24.

van der Valk, E.; Abawi, O.; Mohseni, M.; Abdelmoumen, A.; Wester,
V.; van der Voorn, B.; lyer, A.; van den Akker, E.; Hoeks, S.; van den
Berg, S.; et al. Cross-sectional relation of long-term glucocorticoids in
hair with anthropometric measurements and their possible
determinants: a systematic review and meta-analysis. Obes. Rev. 2022,
23,1-21, doi:10.1111/0br.13376.

Incollingo Rodriguez, A.C.; Epel, E.S.; White, M.L.; Standen, E.C.;
Seckl, J.R.; Tomiyama, A.J. Hypothalamic-pituitary-adrenal axis
dysregulation and cortisol activity in obesity: a systematic review.
Psychoneuroendocrinology 2015, 62, 301-318,
doi:10.1016/j.psyneuen.2015.08.014.

Tomiyama, A.J.; Dallman, M.F.; Epel, E.S. Comfort food is
comforting to those most stressed: evidence of the chronic stress
response network in high stress women. Psychoneuroendocrinology
2011, 36, 1513-1519, doi:10.1016/j.psyneuen.2011.04.005.

Stalder, T.; Steudte-Schmiedgen, S.; Alexander, N.; Klucken, T.;
Vater, A.; Wichmann, S.; Kirschbaum, C.; Miller, R. Stress-related
and basic determinants of hair cortisol in humans: a meta-analysis.
Psychoneuroendocrinology 2017, 77, 261-274,
doi:10.1016/j.psyneuen.2016.12.017.

Nafisa, A.; Wattoo, F.H.; Qayyum, M.; Gulfraz, M. The association
between chronic stress, hair cortisol, and angiographically documented
coronary atherosclerosis, a case-control study. Stress 2021, 24, 1008—
1015, doi:10.1080/10253890.2021.1985994.

Bautista, L.E.; Bajwa, P.K.; Shafer, M.M.; Malecki, K.M.C,;
McWilliams, C.A.; Palloni, A. The relationship between chronic
stress, hair cortisol and hypertension. Int. J. Cardiol. Hypertens. 2019,
2, 1-6, doi:10.1016/j.ijchy.2019.100012.

Cicala, M.V.; Mantero, F. Hypertension in Cushing’s syndrome: from
pathogenesis to treatment. Neuroendocrinology 2010, 92, 44-49,
do0i:10.1159/000314315.

Goodwin, J.E.; Geller, D.S. Glucocorticoid-induced hypertension.
Pediatr Nephrol 2012, 27, 1059-1066, doi:10.1007/s00467-011-1928-
4.

Kuehl, L.K.; Hinkelmann, K.; Muhtz, C.; Dettenborn, L.; Wingenfeld,

116



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

K.; Spitzer, C.; Kirschbaum, C.; Wiedemann, K.; Otte, C. Hair cortisol
and cortisol awakening response are associated with criteria of the
metabolic syndrome in opposite directions.
Psychoneuroendocrinology 2015, 51, 365-370,
doi:10.1016/j.psyneuen.2014.09.012.

Stalder, T.; Kirschbaum, C.; Alexander, N.; Bornstein, S.R.; Gao, W.;
Miller, R.; Stark, S.; Bosch, J.A.; Fischer, J.E. Cortisol in hair and the
metabolic syndrome. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2013, 98, 2573-
2580, doi:10.1210/jc.2013-1056.

Savineau, J.-P.; Marthan, R.; Dumas De La Roque, E. Role of DHEA
in cardiovascular diseases. Biochem. Pharmacol. 2013, 85, 718-726,
doi:10.1016/j.bcp.2012.12.004.

Camporez, J.P.G.; Akamine, E.H.; Davel, A.P.; Franci, C.R.; Rossoni,
L.V.; De Oliveira Carvalho, C.R. Dehydroepiandrosterone protects
against oxidative stress-induced endothelial dysfunction in
ovariectomized rats. J. Physiol. 2011, 589, 2585-2596,
doi:10.1113/jphysiol.2011.206078.

Wang, L.; Szklo, M.; Folsom, A.R.; Cook, N.R.; Gapstur, S.M.;
Ouyang, P. Endogenous sex hormones, blood pressure change, and
risk of hypertension in postmenopausal women: the multi-ethnic study
of atherosclerosis.  Atherosclerosis 2012, 224, 228-234,
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2012.07.005.

Wang, F.; He, Y.; O. Santos, H.; Sathian, B.; C. Price, J.; Diao, J. The
effects of dehydroepiandrosterone (DHEA) supplementation on body
composition and blood pressure: a meta-analysis of randomized
clinical trials. Steroids 2020, 163, 1-9,
doi:10.1016/j.steroids.2020.108710.

Marais, A.D. Apolipoprotein E in lipoprotein metabolism, health and
cardiovascular  disease.  Pathology 2019, 51, 165-176,
doi:10.1016/j.pathol.2018.11.002.

Geraghty, A.C.; Kaufer, D. Glucocorticoid Signaling. Adv. Exp. Med.
Biol. 2015, 872, 253-78 ISBN 978-1-4939-2894-1.

Lehrer, H.M.; Dubois, S.K.; Maslowsky, J.; Laudenslager, M.L.;
Steinhardt, M.A. Hair cortisol concentration and glycated hemoglobin
in African American adults. Psychoneuroendocrinology 2016, 72,
212-218, doi:10.1016/j.psyneuen.2016.06.018.

Staufenbiel, S.M.; Penninx, B.W.J.H.; de Rijke, Y.B.; van den Akker,
E.L.T.; van Rossum, E.F.C. Determinants of hair cortisol and hair
cortisone concentrations in adults. Psychoneuroendocrinology 2015,
60, 182-194, doi:10.1016/j.psyneuen.2015.06.011.

Manenschijn, L.; Schaap, L.; Van Schoor, N.M.; Van Der Pas, S.;
Peeters, G.M.E.E.; Lips, P.; Koper, J.W.; Van Rossum, E.F.C. High
long-term cortisol levels, measured in scalp hair, are associated with a
history of cardiovascular disease. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2013, 98,
2078-2083, d0i:10.1210/jc.2012-3663.

117



109.

110.

111

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Tian, R.; Hou, G.; Li, D.; Yuan, T. A possible change process of
inflammatory cytokines in the prolonged chronic stress and its ultimate
implications for health. Sci. World J. 2014, 2014, 1-8,
doi:10.1155/2014/780616.

Penz, M.; Kirschbaum, C.; Buske-Kirschbaum, A.; Wekenborg, M.K.;
Miller, R. Stressful life events predict one-year change of leukocyte
composition in peripheral blood. Psychoneuroendocrinology 2018, 94,
17-24, doi:10.1016/j.psyneuen.2018.05.006.

Warnatsch, A.; loannou, M.; Wang, Q.; Papayannopoulos, V.
Neutrophil extracellular traps license macrophages and Th17 cells for
cytokine production in atherosclerosis. Science 2016, 349, 316-320,
doi:10.1126/science.aaa8064.Neutrophil.

Doring, Y.; Soehnlein, O.; Weber, C. Neutrophil Extracellular Traps
in Atherosclerosis and Atherothrombosis. Circ. Res. 2017, 120, 736—
744, doi:10.1161/CIRCRESAHA.116.309692.

Piepoli, M.F.; Hoes, A.W.; Agewall, S.; Albus, C.; Brotons, C.;
Catapano, A.L.; Cooney, M.T.; Corra, U.; Cosyns, B.; Deaton, C.; et
al. 2016 European Guidelines on cardiovascular disease prevention in
clinical practice. Eur. Heart J. 2016, 37, 2315-2381,
doi:10.1093/eurheartj/ehw106.

Izawa, S.; Miki, K.; Tsuchiya, M.; Yamada, H.; Nagayama, M. Hair
and fingernail cortisol and the onset of acute coronary syndrome in the
middle-aged and elderly men. Psychoneuroendocrinology 2019, 101,
240-245, doi:10.1016/j.psyneuen.2018.11.021.

Faresjo, T.; Stromberg, S.; Jones, M.; Stomby, A.; Karlsson, J.E.;
Ostgren, C.J.; Faresjd, A.; Theodorsson, E. Elevated levels of cortisol
in hair precede acute myocardial infarction. Sci. Rep. 2020, 10, 1-8,
doi:10.1038/s41598-020-80559-9.

Wang, H.H.; Lee, D.K.; Liu, M.; Portincasa, P.; Wang, D.Q.H. Novel
insights into the pathogenesis and management of the metabolic
syndrome. Pediatr Gastroenterol Hepatol Nutr. 2020, 23, 189-230,
doi:10.5223/pghn.2020.23.3.189.

Han, T.S.; Lean, M.E. A clinical perspective of obesity, metabolic
syndrome and cardiovascular disease. J. R. Soc. Med. Cardiovasc. Dis.
2016, 5, 1-13, doi:10.1177/2048004016633371.

Saklayen, M.G. The global epidemic of the metabolic syndrome. Curr.
Hypertens. Rep. 2018, 20, 1-8, doi:10.1007/s11906-018-0812-z.
Jeong, I.-K. The role of cortisol in the pathogenesis of the metabolic
syndrome.  Diabetes Metab. J. 2012, 36, 207-210,
doi:http://dx.doi.org/10.4093/dmj.2012.36.3.207.

Constantinopoulos, P.; Michalaki, M.; Kottorou, A.; Habeos, I
Psyrogiannis, A.; Kalfarentzos, F.; Kyriazopoulou, V. Cortisol in
tissue and systemic level as a contributing factor to the development
of metabolic syndrome in severely obese patients. Eur. J. Endocrinol.
2015, 172, 69-78, doi:10.1530/EJE-14-0626.

118



121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Wester, V.L.; van Rossum, E.F.C. Obesity and metabolic syndrome: a
phenotype of mild long-term hypercortisolism? The Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal Axis in Health and Disease: Cushing's Syndrome
and Beyond 2017, 303-313, d0i:10.1007/978-3-319-45950-9_15.
Branth, S.; Ronquist, G.; Stridsberg, M.; Hambraeus, L.; Kindgren, E.;
Olsson, R.; Carlander, D.; Arnetz, B. Development of abdominal fat
and incipient metabolic syndrome in young healthy men exposed to
long-term stress. Nutr. Metab. Cardiovasc. Dis. 2007, 17, 427-435,
doi:10.1016/j.numecd.2006.03.001.

Takahashi, A.; Ohira, T.; Okazaki, K.; Yasumura, S.; Sakai, A.;
Maeda, M.; Yabe, H.; Hosoya, M.; Ohtsuru, A.; Kawasaki, Y.; et al.
Effects of psychological and lifestyle factors on metabolic syndrome
following the Fukushima Daiichi Nuclear Power Plant accident: The
Fukushima health management survey. J. Atheroscler. Thromb. 2020,
27,1010-1018, doi:10.5551/jat.52225.

van den Heuvel, L.L.; Acker, D.; du Plessis, S.; Stalder, T.; Suliman,
S.; Thorne, M.Y.; Kirschbaum, C.; Seedat, S. Hair cortisol as a
biomarker of stress and resilience in South African mixed ancestry
females. Psychoneuroendocrinology 2020, 113, 1-11,
doi:10.1016/j.psyneuen.2019.104543.

Lehrer, H.M.; Steinhardt, M.A.; Dubois, S.K.; Laudenslager, M.L.
Perceived stress, psychological resilience, hair cortisol concentration,
and metabolic syndrome severity: a moderated mediation model.
Psychoneuroendocrinology 2020, 113, 1-8,
doi:10.1016/j.psyneuen.2019.104510.

Zhang, Y.; Shen, J.; Zhou, Z.; Sang, L.; Zhuang, X.; Chu, M.; Tian, T.;
Xiao, J.; Lian, Y. Relationships among shift work, hair cortisol
concentration and sleep disorders: a cross-sectional study in China.
BMJ Open 2020, 10, 1-7, doi:10.1136/bmjopen-2020-038786.

Cakir, H.; Giines, A.; Er, F.; Cakir, H.; Karagdz, A.; Yilmaz, F.; Ocal,
L.; Zehir, R.; Emiroglu, M.Y.; Demir, M.; et al. Evaluating the
relationship of sleep quality and sleep duration with Framingham
coronary heart disease risk score. Chronobiol. Int. 2022, 1-8,
doi:10.1080/07420528.2021.2018453.

Kwok, C.S.; Kontopantelis, E.; Kuligowski, G.; Gray, M.
Muhyaldeen, A.; Gale, C.P.; Peat, G.M.; Cleator, J.; Chew-Graham,
C.; Loke, Y.K.; et al. Self-reported sleep duration and quality and
cardiovascular disease and mortality: a dose-response meta-analysis.
J. Am. Heart Assoc. 2018, 7, 1-26, doi:10.1161/JAHA.118.008552.
Russell, E.; Koren, G.; Rieder, M.; Van Uum, S. Hair cortisol as a
biological marker of chronic stress: current status, future directions and
unanswered questions. Psychoneuroendocrinology 2012, 37, 589-601,
doi:10.1016/j.psyneuen.2011.09.009.

O’Brien, K.M.; Tronick, E.Z.; Moore, C.L. Relationship between hair
cortisol and perceived chronic stress in a diverse sample. Stress Heal.

119



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

2013, 29, 337-344, doi:10.1002/smi.2475.

Ling, J.; Xu, D.; Robbins, L.B.; Meyer, J.S. Does hair cortisol really
reflect perceived stress? Findings from low-income mother-
preschooler dyads. Psychoneuroendocrinology 2020, 111, 1-8,
doi:10.1016/j.psyneuen.2019.104478.

Wang, C.; Dai, J.; Li, J. Mediating effects of hair cortisol on the mutual
association of job burnout and insomnia: A retrospective exploratory
study. J. Psychiatr. Res. 2019, 117, 62-67,
doi:10.1016/j.jpsychires.2019.07.001.

Kim, E.; Zhao, Z.; Rzasa, J.R.; Glassman, M.; Bentley, W.E.; Chen,
S.; Kelly, D.L.; Payne, G.F. Association of acute psychosocial stress
with oxidative stress: evidence from serum analysis. Redox Biol. 2021,
47,102138, doi:10.1016/j.redox.2021.102138.

Siddiqui, A.; Desai, N. G.; Sharma, S. B.; Aslam, M.; Sinha, U. K;
Madhu, S. V. Association of oxidative stress and inflammatory
markers with chronic stress in patients with newly diagnosed type 2
diabetes. Diabetes. Metab. Res. Rev. 2019, 35, 1-8,
doi:10.1002/dmrr.3147.

Matsuhisa, F.; Kitamura, N.; Satoh, E. Effects of acute and chronic
psychological stress on platelet aggregation in mice. Stress 2014, 17,
186-192, d0i:10.3109/10253890.2014.888548.

Yang, W.; Bai, X.; Luan, X.; Min, J.; Tian, X.; Li, H.; Li, H.; Sun, W._;
Liu, W.; Fan, W.; et al. Delicate regulation of IL-1p-mediated
inflammation by cyclophilin A. Cell Rep. 2022, 38, 110513,
doi:10.1016/j.celrep.2022.110513.

Nigro, P.; Pompilio, G.; Capogrossi, M. C. Cyclophilin A: a key player
for human disease. Cell Death Dis. 2013, 4, 1-10,
doi:10.1038/cddis.2013.410.

Wippert, P.-M.; Honold, J; Wang, V; Kirschbaum, C. Assessment of
chronic stress: comparison of hair biomarkers and allostatic load
indices. J. Psychol. Res. 2014, 4, 517-524, doi:10.17265/2159-
5542/2014.07.001.

Gao, W.; Kirschbaum, C.; Grass, J.; Stalder, T. LC—MS based analysis
of endogenous steroid hormones in human hair. J. Steroid Biochem.
Mol. 2016, 162, 92-99, doi:10.1016/j.jsbmb.2015.12.022.

Petrovic, D.; Pivin, E.; Ponte, B.; Dhayat, N.; Pruijm, M.; Ehret, G.;
Ackermann, D.; Guessous, I.; Estoppey, S.; Pechére-Bertschi, A.; et al.
Sociodemographic, behavioral and genetic determinants of allostatic
load in a Swiss population-based study. Psychoneuroendocrinology
2016, 67, 76-85.

120



DARBO APROBACIJA

Darbo rezultatai paskelbti Lietuvos ir uZsienio leidiniuose, pristatyti
nacionalinése ir tarptautinése mokslinése konferencijose.

Straipsniai disertacijos tema:

1. Mazgelyté E, Burokiené N, Vysocka A, Narkevi¢ius M, Petrénas T,
Kaminskas A, Songailiené J, Utkus A, Kar¢iauskaité D. Higher levels
of stress-related hair steroid hormones are associated with the
increased SCORE2 risk prediction algorithm in apparently healthy
women. Journal of cardiovascular development and disease. Basel:
MDPI. elSSN 2308-3425. 2022, vol. 9, No. 3, art. no. 70, p. [1-17].
DOI: 10.3390/jcdd9030070. Citavimo rodiklis — 3,948.

2. Mazgelyté E, Mazeikiené A, Burokiené N, Matuzeviciené R,
Linkevic¢ituté A, Kucinskiené ZA, Karciauskaité D. Association
between hair cortisol concentration and metabolic syndrome. Open
medicine. Warszawa: Walter de Gruyter Poland. elSSN 2391-5463.
2021, vol. 16, p. 873-881. DOI: 10.1515/med-2021-0298. Citavimo
rodiklis — 2,199.

v —

Burokiené N, Matuzeviiené R, Radzevic¢ius M, Janulioniené A,
Jakaitiené A, Dindiené L, Kucinskiené ZA. Association of hair cortisol
concentration with prevalence of major cardiovascular risk factors and
allostatic load. Medical Science monitor. Melville, NY: International
scientific information. ISSN 1234-1010. elSSN 1643-3750. 2019, vol.
25, p. 3573-3582. DOI: 10.12659/MSM.913532. Citavimo rodiklis —
1,918.

Kucinskiené ZA. Steroidiniy hormony nustatymas plaukuose ir
seilése: tyrimo metody apzvalga. Laboratoriné medicina. Vilnius:
Lietuvos laboratorinés medicinos draugija. ISSN 1392-6470. 2019,
t. 21, Nr. 3(83), p. 138-145.

121



v —

Kortizolio koncentracijos plaukuose tyrimas ir jo reikSme klinikinéje
praktikoje bei moksliniuose tyrimuose. Laboratoriné medicina.
Vilnius: Lietuvos laboratorinés medicinos draugija. ISSN 1392-6470.
2018, t. 20, nr. 2, p. 160-167.

Straipsniai, i$ dalies susije¢ su disertacijos tema:

1. BekeSiené S, Smaliukiené R, Vaicaitiené R, Mazeikiené A, Larsson
UG, Karciauskait¢é D, Mazgelyté E. Three-faceted approach to
perceived stress: a longitudinal study of stress hormones, personality,
and group cohesion in the real-life setting of compulsory basic military
training. Sustainability: Security Challenges in the Context of
Sustainability. Basel: MDPI. ISSN 2071-1050. 2022, vol. 14, iss. 3,
art. no. 1046, p. 1-13. DOI: 10.3390/s5u14031046. Citavimo rodiklis —
3,251.

2. Larsson UG, Smaliukiené R, Mazeikiené A, Vaicaitiené R,
Bekesiené S, Mazgelyté E, Karciauskaité D. Perceived stress and hair
cortisol levels amongst conscripts during basic military training: a
repeated measures study. Military psychology. Abingdon: Routledge
Journals. ISSN 0899-5605. elSSN 1532-7876. 2022, first online, p. [1-
10]. DOI: 10.1080/08995605.2021.2018902. Citavimo rodiklis —
1,298.

3. Smaliukiené R, BekeSiené S, Mazeikiené A, Larsson UG,
Karc¢iauskaité D, Mazgelyté E, Vaicaitiené R. Hair cortisol, perceived
stress, and the effect of group dynamics: a longitudinal study of young
men during compulsory military training in Lithuania. International
Journal of Environmental Research and Public Health: Emergent
Topics in Young Adult Health Disparities. Basel: MDPI. ISSN 1661-
7827. elSSN 1660-4601. 2022, vol. 19, iss. 3, art. no. 1663, p. 1-15.
DOI: 10.3390/ijerph19031663. Citavimo rodiklis — 3,390.

122



Mazeikiené A, Bekesiené S, Karciauskaité D, Mazgelyté E,
Larsson UG, Petrénas T. Kaminskas A, Songailiené J, Utkus A,
Vaicaitiené R, Smaliukiené R. The association between endogenous
hair steroid hormones and social environmental factors in a group of
conscripts during basic military training. International journal of
environmental research and public health. Basel: MDPI. eISSN 1660-
4601. 2021, vol. 18, no. 22, art. no. 12239, p.[1-18]. DOI:
10.3390/ijerph182212239. Citavimo rodiklis — 3,390.

v —

Jakaitiené A, Petrénas T, Songailiené J, Utkus A, Kuéinskiené ZA,
Karciauskaité D. Association of salivary steroid hormones and their
ratios with time-domain heart rate variability indices in healthy
individuals. Journal of medical biochemistry. Belgrade: Society of
Medical Biochemists of Serbia. ISSN 1452-8258. eISSN 1452-8266.
2021, vol. 40, no. 2, p. 173-180. DOI: 10.5937/jomb0-26045. Citavimo
rodiklis — 3,402.

Mazgelyté E, Rekiené V, Dereskevicitité E, Petrénas T, Songailiené J,
Utkus A, Chomentauskas G, Kar¢iauskaité D. Effects of virtual reality-
based relaxation techniques on psychological, physiological, and
biochemical stress indicators. Healthcare. Basel: MDPI. eISSN 2227-
9032. 2021, wvol. 9, art. no. 1729, p. [1-14]. DOL:
10.3390/healthcare9121729. Citavimo rodiklis — 2,645.

Mazeikiené A, Mazgelyté E, Karciauskait¢ D, Burokiené N,
Jablonskiené V, Linkevi¢ituté A, Kucinskiené ZA. Oksidacinés ir
antioksidacinés sistemos rodikliy sgsajos su psichosocialinio streso
lygiu ir kortizolio koncentracija kraujo serume, seilése bei plaukuose.
Laboratoriné medicina. Vilnius: Laboratoriné medicina. ISSN 1392-
6470. 2019, t. 21, Nr. 4, p. 163-171.

Strauzaité 1, Mazgelyté E, Karciauskait¢ D, Chomentauskas G.
Biocheminiy, fiziologiniy ir psichologiniy streso vertinimo metody
taikymas tiriant streso valdymo algoritmo efektyvuma sveiky asmeny
grupéje. Laboratoriné medicina. Vilnius: Lietuvos laboratorinés
medicinos draugija. ISSN 1392-6470. 2021, t. 23, Nr. 1, p. 26-32.

123



Zodiniai praneSimai:

1.

Mazgelyté E (prane$¢ja), Burokien¢ N, Kucinskiené ZA,
Karciauskaité D. Association between metabolic syndrome and hair
steroid hormone levels in women participating in the national
cardiovascular disease prevention program. 5-0ji tarptautiné
Evoliucinés medicinos konferencija, Vilnius, Lietuva, 2022 m.
rugpjucio 24-27 d. PraneSimas jvertintas kaip geriausias doktoranty
zodinis praneSimas.

Mazgelyté E. MODY diabetas — genetinés diagnostikos isstkiai.
Virtualus mokslinis-praktinis seminaras ,,Genetika
daugiadiscipliningje serganciyjy retomis ligomis priezitroje®,
Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas, Lietuvos Zmogaus
genetikos draugija, 2022 m. kovo 25 d.

Mazgelyté E. Cukrinio diabeto tipai ir genomo veiksniai. Virtualus
mokslinis-praktinis seminaras ,,Jgimtos ir/ar paveldimos genetinés
ligos: diagnostikos i$8tkiai, Vilniaus universiteto Medicinos
fakultetas, 2021 m. rugséjo 30 d.

Mazgelyté E (pranes¢ja), Burokiené N, Karciauskaité D, Kucinskiené
ZA. Steroidiniai hormonai plaukuose: tyrimo metodai, sgsaja su
patiriamu létinio streso lygiu bei rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy
ligomis. 14-o0ji Lietuvos jaunyjy mokslininky konferencija ,,Bioateitis:
gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos®, Kaunas, Lietuva, 2021 m.
lapkri¢io 25 d. PranesSimas jvertintas Il vieta.

Mazgelyté E. Analysis of steroid hormones ir human hair samples. 15-
asis Baltijos $aliy laboratorinés medicinos kongresas, Ryga, Latvija,
2020 m. lapkri¢io 67 d.

Mazgelyté E (praneséja), Kucinskiené ZA. The comparison of
objective and subjective chronic stress assessment techniques.
Tarptautiné doktoranty ir rezidenty konferencija, Kaunas, Lietuva,
2019 m. balandzio 9 d. PraneSimas jvertintas | vieta.

124



fwe—

7. Mazgelytée E (pranes¢ja), KarCiauskait¢é D, Linkeviciite A,
Kucinskiené ZA. Methodological considerations for measuring hair
cortisol level as a biological marker of chronic stress. Konferencija
»Evoliuciné medicina: sveikata ir ligos besikeiCiancioje aplinkoje®,
Vilnius, Lietuva, 2018 m. birzelio 5-10 d.

Stendiniai praneSimai:

1. Cerniauskas L, Mazgelyté E, Burokiené N, Kariauskaite D.
Discordance between low-density lipoprotein cholesterol or non-high-
density lipoprotein cholesterol and apolipoprotein B based
classification of atherosclerosis risk in female patients. 5-0ji
tarptautiné evoliucinés medicinos konferencija, Vilnius, Lietuva, 2022
m. rugpjicio 24-27 d.

2. Mazgelyté E, Vysocka A, Narkevicius M, Burokiené N, Petrénas T,
Kaminskas A, Songailiené J, Utkus A, Karciauskaité D. Association
between hair steroid hormone levels and cardiometabolic risk factors
in a group of women participating in the national CVD prevention
program: a cross-sectional study. 90-asis Europos aterosklerozeés
draugijos kongresas, Milanas, Italija, 2022 m. geguzés 22-25 d.

3. Mazeikiené A, Kar¢iauskaité D, Mazgelyté E, Petrénas T, Kaminskas
A, Songailiené J, Utkus A. Reference values for scalp hair cortisol,
cortisone, DHEA, and testosterone by ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry in healthy young man
cohort. 24-asis IFCC-EFLM Europos $aliy klinikinés chemijos ir
laboratorinés medicinos kongresas, Miunchenas, Vokietija, 2022 m.
balandzio 10-14 d. Clinical chemistry and laboratory medicine. Berlin:
Walter de Gruyter GmbH. ISSN 1434-6621. eISSN 1437-4331. 2021,
vol. 59, suppl. 1, p. S754. DOI: 10.1515/ccIm-2021-5034.

4. Cemiauskas L, Radzevitius M, Matuzevitiené R, MaZeikiene A,
Burokiené N, Mazgelyté E, Kucinskiené ZA, Karciauskaité D.
Cholesterol efflux capacity is associated with inflammation level and
monocyte-platelet aggregates in healthy men. 89-asis Europos
aterosklerozés draugijos virtualus kongresas, 2021 m. geguzés 30 d. —
birzelio 2 d. Atherosclerosis. Park Shannon: Elsevier. ISSN 0021-
9150. eISSN 1879-1484. 2021, vol. 331, p. el29. DOL:
10.1016/j.atherosclerosis.2021.06.384.

125



Mazgelyté E, Vysocka A, Narkevi¢ius M, Burokiené N, Petrénas T,
Kaminskas A, Songailiené J, Utkus A, Kar¢iauskaité D. Association
of hair steroid hormone levels with habitual sleep quality in middle-
aged and older women. 51-asis tarptautines
psichoneuroendokrinologijos draugijos virtualus kongresas, 2021 m.
rugséjo 7-9 d. Psychoneuroendocrinology: vol. 131, suppl.: ISPNE
2021 Annual Meeting Abstracts. Oxford: Pergamon-Elsevier science.
ISSN 0306-4530. elSSN 1873-3360. 2021, vol. 131, suppl. p. s12.
DOI: 10.1016/j.psyneuen.2021.105495.

Mazgelyté E, Karciauskait¢é D, Mazeikiené¢ A, MatuzeviCiené R,
cortisol concentration with systematic coronary risk evaluation
(SCORE) index. 88-asis Europos aterosklerozés draugijos virtualus
kongresas, 2020 m. spalio 4-7 d. Atherosclerosis. East Park Shannon:
Elsevier Ireland. ISSN 0021-9150. eISSN 1879-1484. 2020, vol. 315,
abstract no. 381, p. €130. DOI:10.1016/j.atherosclerosis.2020.10.400.

Gao W, Mazgelyté E, Leutner L, Kirschbaum C. Differential washout
effect of five steroid hormones incorporated into hair: Can we compute
a retrospective stress hormone calendar? 49-asis tarptautinis
psichoneuroendokrinologijos draugijos kongresas, Milanas, Italija,
2019 m. rugpjucio 29-31 d. Psychoneuroendocrinology. Oxford:
Pergamon-Elsevier science. ISSN 0306-4530. 2019, vol. 107, suppl. S,
p. 42. DOI: 10.1016/j.psyneuen.2019.07.121.

Gao W, Mazgelyté E, Leutner L, Kirschbaum C. Differential washout
effect of five steroid hormones incorporated into hair: Can we compute
a retrospective stress hormone calendar? 45-oji kasmetiné konferencija
,Psichologija ir smegenys“, Drezdenas, Vokietija, 2019 m. birzelio
20-22 d., Abstract book, p. 136-137.

Mazgelyté E, Karciauskait¢ D, Matuzeviciené R, Burokiené N,
cortisol concentration with the prevalence of traditional cardiovascular
risk factors. 87-asis Europos aterosklerozés draugijos kongresas,
Mastrichtas, Nyderlandai, 2019 m. geguzés 25-29 d. Atherosclerosis.
East Park Shannon: Elsevier Ireland Ltd. ISSN 0021-9150. elSSN
1879-1484. 2019, wvol. 287, p. e255-e256. DOL:
10.1016/j.atherosclerosis.2019.06.787.

126



10.

11.

Mazgelyté E, Karciauskait¢ D, Matuzeviciené R, Burokiené N,
subjectively, measured stress is associated with the prevalence of
metabolic syndrome. 23-iasis IFCC-EFLM Europos $aliy klinikinés
chemijos ir laboratorinés medicinos kongresas, Barselona, Ispanija,
2019 m. geguzés 19-23 d. Clinica chimica acta: Amsterdam: Elsevier
Science BV. ISSN 0009-8981. elSSN 1873-3492. 2019, vol. 493,
suppl. 1, p. S281. DOI: 10.1016/j.cca.2019.03.580.

Karciauskait¢ D, Mazgelyté E, Matuzevi¢iené R, Burokiené N,
hair cortisol concentration and atherosclerosis risk factors in healthy
Lithuanian men. 14-asis Baltijos S$aliy laboratorinés medicinos
kongresas, Vilnius, Lietuva, 2018 m. geguzés 10-12 d. Abstract book
T.20 special. suppl.

StaZuotés:

1.

Drezdeno technikos universitetas, Drezdenas, Vokietija (vadovas:
prof. C. Kirschbaum), nuo 2019 m. vasario 18 d. iki 2019 m. kovo
2d.

Tarptautiné ateroskleozés tyrimy vasaros mokykla, Praha, Cekija, nuo
2019 m. rugpjucio 17 d. iki 2019 m. rugpjtcio 23 d.

127



“One thing I have learned in a long life: that all our science,
measured against reality, is primitive and childlike — and yet

’

it is the most precious thing we have.’

Albert Einstein
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SUMMARY
1. ABBREVIATIONS

AL — allostatic load

BMI — body mass index

CHD - coronary heart disease

ClI - confidence interval

CRP — C-reactive protein

CypA — cyclophilin A

CVD - cardiovascular disease

ESC — European Society of Cardiology

FRAP — ferric reducing ability of plasma

HDL - high-density lipoproteins

HPA axis — hypothalamic-pituitary-adrenal axis
HPLC-MS/MS - high-performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry

IHD — ischaemic heart disease

IQR — interquartile range

LDL — low-density lipoproteins

MDA — malondialdehyde

MetS — metabolic syndrome

non HDL — non high-density lipoproteins

US NCEP-ATP IllI — the United States National Cholesterol Education
Program Expert Panel and Adult Treatment Panel 11l
OD - odds ratio

PSQI — Pittsburgh Sleep Quality Index

PSS — Perceived Stress Scale

SD — standard deviation

STAI-T — State-Trait Anxiety Inventory

TAG - triacylglycerols

UV — ultraviolet

WBC — white blood cells

WC — waist circumference
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2. INTRODUCTION

2.1. Relevance of the thesis

Cardiovascular diseases (CVDs) still account for the majority of
noncommunicable disease deaths with 17.9 million people affected annually
[1]. Ischaemic heart disease (IHD) is the leading cause of death in Lithuania,
accounting for more than one third of deaths and exceeding the European
Union average 4-fold [2].

It is generally accepted that lifestyle risk factors, including unhealthy diet,
low physical activity and smoking are linked to conventional CVD risk
factors, such as: hypertension, obesity, dyslipidemia and hyperglycemia.
Other well-known non-modifiable risk factors are older age, male gender,
genetic susceptibility and family history of CVD [3]. Currently, psychosocial
stress is considered an independent CVD risk factor: epidemiological data
suggest that chronic stress at work and in private life is associated with a 40—
50% increased occurrence of coronary heart disease (CHD) [4].

It is suggested that psychosocial stress has both a direct and indirect impact
on the cardiovascular system [5]. The direct biological effect is associated
with the secretion of stress hormones which leads to insulin resistance,
increased heart rate and arterial blood pressure, abdominal obesity, immune
system impairment, systemic and local inflammation [6-8]. An indirect effect
is related to behavioural risk factors such as: smoking, unhealthy diet, alcohol
consumption, low physical activity and poor adherence [7]. Although the
attention to psychosocial risk factors is increasing and the impact of
psychosocial stress is highlighted in the recently published European Society
of Cardiology (ESC) guidelines on cardiovascular disease prevention in
clinical practice [5], the recognition of stress as a risk factor and the
implementation of stress management techniques in clinical practice are still
limited.

2.2. Novelty and significance of the thesis

A major obstacle in chronic stress research is the lack of a universal and
validated stress measurement tool or biomarker, as distinct studies use
different chronic stress evaluation techniques including: self-reported
guestionnaires [9, 10], interviews [11] and allostatic load index calculation
[12] or measurement of cortisol in a variety of biological samples [13-15]. In
this study, we evaluated chronic stress level by using questionnaires,
calculating allostatic load index and measuring hair cortisol concentration.
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Although all aforementioned techniques are widely used for chronic stress
assessment, analysis of cortisol in scalp hair was found to be the most
promising methodological approach for the evaluation of chronic stress level.
Previous studies showed that an increased hair cortisol concentration is
associated with severe chronic pain [16], sleep disorders [17] and
psychopathologies, including major depression, anxiety [18] and bipolar
disorder [19]. There are numerous studies that investigated the association
between hair cortisol concentration and CVD risk factors and morbidity [7].
However, there are no data on the analysis of other stress-related steroid
hormones (i.e., cortisone, dehydroepiandrosterone) and their importance in
predicting CVD risk.

To date, there are no studies in Lithuania that have examined the
association between objectively measured stress level and CVD risk.
However, the hypothesis that psychosocial stress might be an important risk
factor which could explain a very high prevalence of CVD in Lithuania was
introduced in the Lithuania-Sweden project LiVicordia. It should be noted that
during the project implementation period, middle-aged Lithuanian men had a
4-fold higher risk for CHD mortality compared with Swedish men. The results
of the LiVicordia study showed a tendency toward higher baseline salivary
and blood serum cortisol levels, as well as attenuated cortisol response to a
standardized stress test in Lithuanian men compared with Swedish men [20].
These findings suggested that there might be a causal relationship between
psychosocial stress and CVD morbidity and mortality in Lithuania.

The high-performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) method for the simultaneous determination of 7 steroid
hormones (cortisol, cortisone, dehydroepiandrosterone, 17a-
hydroxyprogesterone, progesterone, testosterone, estradiol) was implemented
in the current study. The study was conducted in two different study groups:
apparently healthy young and middle-aged (25-55 y.0.) males and middle-
aged and elderly (5064 y.o.) females. Although epidemiological data suggest
that in Europe more women than men die from CVD (2.0 vs. 1.76 million
deaths annually), age-standardized rates of mortality are higher in men
(women — 441 deaths/100,000 vs. men — 551 deaths/100,000), and these
differences in rates are greatest in individuals aged <70 years [21].

The results of the current study are important for both fundamental and
practical aspects. Understanding the association between chronic stress and
CVD risk would be useful in estimating personal CVD risk and timely
implementation of more effective prevention programs. Also, the
development of the HPLC-MS/MS method for the quantitative determination
of stress-related steroid hormones in human hair samples could be beneficial
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in assessing long-term effectiveness of specific interventions like stress
reduction programs for example.

2.3. Aim of the thesis

The study aimed to examine the link between stress-related hair steroid
hormone levels and CVD risk factors, as well as 10-year fatal and non-fatal
CVD risk in a group of apparently healthy males (25-55 y.o0.) and females
(50-64y.0.).

2.4. Objectives of the thesis

1. To develop the HPLC-MS/MS method for the quantitative
determination of steroid hormone levels in human hair samples.

2. To evaluate the associations between stress-related hair steroid
hormone (cortisol, cortisone, dehydroepiandrosterone) levels and
anthropometric measures, glucose and lipid metabolism biomarkers,
as well as the SCOREZ2 risk prediction algorithm.

3. To evaluate the association between stress-related hair steroid
hormone (cortisol, cortisone, dehydroepiandrosterone) levels and the
risk of metabolic syndrome.

4. To investigate the relationship between the objective stress indicators
(hair steroid hormones, allostatic load index) and self-reported stress,
anxiety level and sleep quality.

2.5. Statements to be defended

1. HPLC-MS/MS is a highly specific and sensitive method for the
quantitative determination of steroid hormones in human hair samples.

2. Theincreased long-term secretion of glucocorticoids is associated with
the higher prevalence of conventional CVD risk factors and metabolic
syndrome, as well as an increased 10-year fatal and non-fatal CVD
risk.

3. There is a significant positive relationship between hair cortisol
concentration and the allostatic load index, but only weak positive
associations were observed among objective chronic stress biomarkers
and self-reported stress level or sleep quality.
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3. MATERIAL AND METHODS
3.1. Study participants

The research consisted of two sub-studies:

1%t study (male group): The study was funded by the Research Council of
Lithuania (Grant No. MIP-050/2015). The project title: “Impact of Chronic
Stress on the Atherosclerosis Process: Search and Investigation of New
Biomarkers” (ATEROSTRES). The project was conducted from 2015 to
2018. The study protocol was approved by the Lithuanian Bioethics
Committee (No. 15820-15-807-319). Principal investigator — Prof. Habil. Dr.
Zita Ausrelé Kucinskiené. The study included 163 apparently healthy males
(24-55 y.0.) who were recruited consecutively from the Outpatient
Department of Vilnius University Hospital Santaros Klinikos.

2" study (female group): The study was funded by the Faculty of
Medicine, Vilnius University. The project title: “Association of Hair Steroid
Hormones with Chronic Stress Level and Cardiovascular Disease Risk Factors
in Middle-aged and Elderly Women”. The project was conducted from 2020
to 2022. The study protocol was approved by the Lithuanian Bioethics
Committee (No. 2020/8-1254-735). Principal investigator — Assoc. Prof. Dr.
Dovilé Karciauskaité. The study included 145 apparently healthy females
(50-64 y.0.) participating in the national cardiovascular disease prevention
program.

3.2. The strategy of the study

In order to accomplish the aim and the main objectives of the thesis, the
research was conducted according to the scheme depicted in Figure 1.
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Recruitment of study participants in the Outpatient
Department of Vilnius University Hospital Santaros Klinikos:
Recruitment of participants according to the inclusion/exclusion
criteria

Participants provided written informed consent

Data collection in the Outpatient Department of Vilnius
University Hospital Santaros Klinikos:

Questionnaires

Anthropometric data

Blood and hair samples

Performance of laboratory tests in the laboratories of Vilnius
University Hospital Santaros Klinikos and Vilnius University,
Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences:

Steroid hormone analysis in hair samples

Biochemical analysis (lipid and glucose metabolism biomarkers)
Hematological analysis*

Analysis of inflammatory biomarkers”

Analysis of oxidative stress biomarkers*

Analysis of platelet functional activity™

Interpretation of the results, statistical analysis

Figure 1. The strategy of the study (“marked tests were performed only in the
male group)

3.3. Methods
3.3.1. Questionnaires

Each enrolled individual was asked to fill out a questionnaire in order to
collect sociodemographic information (i.e., age, education level, marital
status), health-related characteristics (i.e., menopause, psychologically
traumatic events during the previous 3 months), data on lifestyle factors (i.e.,
smoking status, physical activity level).

Participants’ physical activity level was assessed in different domains,
including physical activity at work and during leisure time. Each physical
activity domain was measured by a four-category rating scale (Score 1 —
lowest physical activity, Score 4 — highest physical activity). Score 1 of
physical activity at work was described as mainly sedentary work, e.g., sitting
at a desk”; Score 2 — necessary to walk during work without lifting heavy
items, e.g., working with clients; Score 3 — intensive walking during work,
carrying heavy items, e.g., postman’s work; Score 4 — intense heavy physical
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work, lifting of heavy items, e.g., the work of a nurse. Score 1 of physical
activity at leisure time was described as time mainly spent for reading,
watching TV or theatrical performances, etc.; Score 2 — going for a walk or
cycling, light work in the garden, fishing, etc. at least 4 times per week; Score
3—time mainly spent running, swimming, playing tennis or some other similar
sport; Score 4 — mainly heavy training, running, swimming, skiing, etc., and
participating regularly in matches. Subjects were asked to rate their physical
activity by selecting one statement from four to best describe their physical
activity. The overall physical activity score was obtained by summing up the
scores of both physical activity domains. Thus, a possible physical activity
score could range from 2 to 8. Scores of 2 or 3 indicate a low overall physical
activity level, while scores of 4-8 mean a high physical activity level.

In the 2" sub-study (female group) we used specialized questionnaires to
evaluate psychosocial stress, anxiety level and sleep quality. Psychosocial
stress level was evaluated using the 10-item version of the Perceived Stress
Scale (PSS), designed to measure the degree to which situations in a subject’s
life are appraised as stressful. Possible total PSS scores range from 0 to 40,
with higher scores indicating a higher perceived stress level. PSS scores
ranging from O to 13 are considered as low stress, 14—26 — moderate stress,
and 27-40 — high stress [10]. Anxiety level was assessed by the trait scale of
the State-Trait Anxiety Inventory (STAI-T). The STAI-T scale consists of 20
statements that assess how a person generally feels. Overall STAI-T scores
range from 20 to 80, with higher scores indicating a greater trait anxiety level
[22]. The Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) was used to evaluate a
subject’s sleep quality and disturbances over the period of one month. The
PSQI index consists of 19 questions, and the global PSQI index score is
calculated by summing up the scores from seven different components,
including: subjective sleep quality, sleep latency, sleep duration, habitual
sleep efficiency, sleep disturbances, use of sleeping medications and daytime
dysfunction. The global PSQI index score ranges from 0 to 21, with higher
scores indicating worse sleep quality. It is estimated that a global PSQI index
score lower than 5 indicates good sleep quality, while a value equal to or
higher than 5 means poor sleep quality [23].

3.3.2. Steroid hormone analysis in hair samples
In the 1% sub-study (male group) samples were prepared and analyzed
using the modified Raul et al. [24] and De Palo et al. [25] methods. Hair

cortisol concentration was determined from the most proximal 3 cm segment
of scalp hair, representing a sample of hair growth over the last 3 months.
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Firstly, 20-50 mg of hair sample was weighed and finely cut with scissors,
then washed twice in isopropanol and put into polypropylene tubes. Later, hair
samples were incubated in 2 mL of Sorensen buffer for 16 hrs at 40°C in the
presence of 10 ng 6a-methylprednisolone as an internal standard. Each sample
then was transferred to the solid-phase extraction column, which was rinsed
with the sequence of solvents [25]. The supernatant was evaporated under a
stream of nitrogen gas and resuspended with 100 pL acetonitrile/water in a
ratio of 2:3 (v/v). Chromatographic separation was performed on a HPLC
system (Shimadzu Nexera X2). A 10-uL sample was injected on the HPLC
column (Zorbax Eclipse XDB - C8, 4.6x150 mm, 5.0 um). The
chromatographic isocratic separation was carried out with a binary mobile
phase of acetonitrile and water (2:3, v/v), and UV light absorbance was
measured at 245 nm wavelength. The average retention time of the cortisol
was 4.12 min.

In the 2" sub-study (female group) hair washing and steroid hormone
extraction procedures were performed using the modified Gao et al. [26]
method. Hair steroid hormone levels were determined from the most proximal
3 cm segment of scalp hair, representing a sample of hair growth over the last
3 months. A 10 mg of hair sample was washed by gently shaking in 3 mL of
isopropanol for 3 minutes at room temperature. Samples were allowed to dry
under the fume hood for at least 24 hrs. Then, 1.4 mL of methanol and 20 puL
of internal standard (cortisol-d4: 50 ng/mL, cortisone-d8: 50 ng/mL,
dehydroepiandrosterone-d6: 50 ng/mL, testosterone-d3: 10 ng/mL,
progesterone-d9: 20 ng/mL,  estradioliol-d5: 20 ng/mL, 170-
hydroxyprogesterone-d8: 10 ng/mL) were added, and samples were incubated
for 18 hrs at 1,200 rpm at room temperature. Samples were centrifuged at
10,000 rpm for 5 min, and the clear supernatant was transferred into the
polypropylene tube. The methanol was evaporated under a stream of nitrogen
gas until samples were completely dried. The dry residue was resuspended
with 200 pL of methanol/water containing 0.05% acetic acid in a ratio of 1:1
(v/v). The chromatographic separation was performed on an HPLC system
which consisted of two Shimadzu LC-30AD binary pumps, a Shimadzu SIL-
30AC autosampler and a Shimadzu CTO-20AC column oven (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). The HPLC was coupled with a Shimadzu LCMS-
8060 triple quadrupole tandem mass spectrometer equipped with an
electrospray ionization source (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), which
was operated in the positive ionization mode. For each analyte, two ion pairs
were selected, with the most sensitive transition being used for quantification,
and the rest for confirmation. The HPLC column was a YMC-Triart Bio C4
(3.0x100 mm, 1.9 um) column. The column temperature was set at S0°C. The
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method utilized a binary gradient with mobile phases containing methanol and
water acidified with 0.05% acetic acid at a flow rate of 0.4 mL/min. The
injection volume was 10 pL. Data acquisition was performed by Shimadzu
LabSolutions software (version 1.20).

3.3.3. Routine biochemical and hematological measurements

The biochemical and hematological analysis was performed in the Centre
of Laboratory Medicine of Vilnius University Hospital Santaros Klinikos. The
list of analytes, methods and analysers is shown in Table 1.

Table 1. Methods and analysers used in the Centre of Laboratory Medicine,
Vilnius University Hospital Santaros Klinikos.

Analyte

Method

Analyser

Total cholesterol

Enzymatic (cholesterol
esterase/cholesterol oxidase)
colorimetric assay

Architect ci8200
(Abbott, USA)

LDL-cholesterol

If TAG <4.5 mM calculated by
Friedewald formula:
LDL-cholesterol = Total
cholesterol — (TAG/5) — HDL-
cholesterol

If TAG > 4.5 mM, selective
detergent/enzymatic (cholesterol
esterase/cholesterol oxidase)
colorimetric assay

Architect ci8200
(Abbott, USA)

HDL-cholesterol

Selective detergent/enzymatic
(cholesterol esterase/cholesterol
oxidase) colorimetric assay

Architect ci8200
(Abbott, USA)

Non HDL-
cholesterol

Calculated by the formula:
Non HDL-cholesterol = Total
cholesterol — HDL-cholesterol

Triacylglycerols

Enzymatic (glycerol 3-phosphate
oxidase) colorimetric assay

Architect ci8200
(Abbott, USA)

Apolipoprotein AL Immunonephelometric assay g?r,!;:;)emens’
Apolipoprotein A2 Immunonephelometric assay (B;?rr!;nsxmens’
Apolipoprotein B Immunonephelometric assay g?”!;:;)emens’
Apolipoprotein E Immunonephelometric assay (B;?rrlr:;ns;;}mens’
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Table 1 (continued). Methods and analysers used in the Centre of Laboratory
Medicine, Vilnius University Hospital Santaros Klinikos.
Analyte Method Analyser
Enzymatic (hexokinase/glucose
Glucose 6-phosphate dehydrogenase)
colorimetric assay

Architect ci8200
(Abbott, JAV)

Architect ci8200
(Abbott, JAV)
Sysmex XE-5000

C-reactive protein Immunoturbidimetric assay

Hematological (Sysmex
parameters Corporation,
Japan)

Abbreviations: TAG — triacylglycerols, LDL — low-density lipoproteins, HDL — high-
density lipoproteins, non HDL — non high-density lipoproteins.

3.3.4. Determination of cyclophilin A concentration in blood serum

Cyclophilin A (CypA) concentration in blood serum was measured using
the commercial enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit (Human CYPA
(Cyclophilin A) ELISA Kit (Elabscience, China)) and the Gemini (Stratec,
Germany) analyser. CypA limit of detection — 0.75 ng/mL, limit of
guantification — 1.25 ng/mL, coefficient of variation — <10%

3.3.5. Analysis of oxidative stress biomarkers

Determination of malondialdehyde (MDA) concentration in blood serum
was performed according to the methodology of Khoschsorur et al. [27] using
the HPLC with fluorescence detection. Chromatographic separation was
performed on the HPLC system (Shimadzu Nexera X2). A 20-uL sample was
injected on the HPLC column (Agilent Poroshell 120 EC-C18). The
chromatographic isocratic separation was carried out with a binary mobile
phase of methanol and 50 mM phosphate buffer, pH 6.8 (2:3, v/v).
Fluorescence detection was performed at 527 nm excitation and 551 nm
emission wavelengths. The average retention time of the malondialdehyde-
thiobarbituric acid adduct was 1.63 min.

Antioxidant capacity was assessed by the FRAP (ferric reducing ability of
plasma) assay using a slightly modified method by Benzie et al. [28]. The
FRAP reagent was prepared by mixing acetate buffer (pH 3.6), TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) and FeCls-6H,0 solutions in the ratio 10:1:1. 100 pL of
the blood serum, 2 mL of the FRAP reagent, and 900 uL of deionized water
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were incubated for 30 min at room temperature, and the absorbance was
measured at 593 nm wavelength (Shimadzu UV — 1601, Japan). All serum
samples were analyzed in triplicate. FRAP value was determined from the
obtained calibration curve using standard FeSO, solutions. Results are
expressed in umol Fe?*/l.

MDA concentration and antioxidant capacity measurements were

Sy -

3.3.6. Analysis of platelet functional activity

Platelet function was measured within 10 min after blood collection using
flow cytometry (BD FACSCanto, BD Biosciences, USA). Data were analyzed
using BD FACS Diva software (version 6.1.2). Two tubes were stained with
CD42a-PerCP-Cy5.5 (glycoprotein IX) and CD61-APC (integrin f3), which
are both platelet-specific markers. A combination of forward and side scatter
characteristics, together with positive expression of CD42a and CD61, was
used to identify platelets. One tube was additionally stained with CD63-PE (a
platelet a granule integrin), which is a marker of platelet degranulation.
Another tube was additionally stained with PAC-1-FITC (platelet activation
complex-1), which reacts with activated glycoprotein IIb/llla (integrin
allbp3) and represents platelet activation/aggregation status. Platelet agonists
were added to the tubes to elicit platelet activation: TRAP (thrombin receptor-
activating peptide) in the tube stained with CD63, and ADP (adenosine
diphosphate) in the tube with PAC-1. The results are presented as the
percentage of platelets expressing the activation marker (CD63 and PAC-1)
after agonist stimulation. Platelet functional activity measurements were
performed by Mantas Radzevicius.

3.3.7. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the R software (version 4.0.3).
The Shapiro-Wilk test was used to test the normality of variables. Quantitative
variables are presented as average+standard deviation (SD) for normally
distributed or median (IQR, interquartile range) for non-normally distributed
variables. For categorical variables, absolute and relative frequencies were
calculated. Spearman’s (rs, for non-normally distributed variables) or
Pearson’s (rp, for normally distributed variables) correlation coefficients were
used to quantify the strength of the correlation between variables. The
correlation was considered as a very weak (r < 0.19), weak (0.20 <r <0.39),
moderate (0.40 <r <0.69), strong (0.70 <r <0.89) and very strong (0.90 <r
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< 1.00). For comparison of the median (IQR) or average+SD values between
the two groups, the Mann-Whitney U test or Student’s t-test were used. The
comparison of median (IQR) values among three or more groups was
performed using the Kruskal-Wallis test. Dunn’s post hoc test with Bonferroni
correction was used for multiple comparisons. To test the hypothesis of
independence between categorical variables Pearson’s 2 or Fisher’s exact test
were performed. For the identification of predictors for metabolic syndrome,
a binary simple and multivariable logistic regression analysis was performed,
where odds ratios (OR) and 95 % confidence intervals (CI) were calculated.
The level of statistical significance was set at 0.05 for two-tailed testing.
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4. RESULTS

4.1. Investigation of cardiovascular disease risk in young and middle-aged
men

4.1.1. Study group characteristics

The study included 163 apparently healthy men (24-55y.0.). Self-reported
data showed that most subjects were married and had attained a higher
education. Also, the majority of participants were non-smokers and engaged
in sedentary work. Sociodemographic and lifestyle characteristics of the study
sample are shown in Table 2.

Table 2. Sociodemographic and lifestyle characteristics of the study group.

Variable Median IQR
Age (years) 39 16.5
Variable n (%)
Education®

Upper secondary 9 (5.6)
Higher (university or non-university) 151 (94.4)
Marital status?

Married 115(71.9)
Single/divorced/widowed 45 (28.1)
Additional job!

Yes 39 (24.4)
No 121 (75.6)
Night job!

Yes 20 (12.5)
No 140 (87.5)
Smoking status®

Smoker 27 (16.9)
Non-smoker 133 (83.1)
Physical activity at work?

Inactive 111 (69.4)
Walking 38 (23.8)
Active 10 (6.2)
Physically hard work 1 (0.6)
Leisure-time physical activity?

Inactive 29 (18.3)
Walking 77 (48.4)
Active 39 (24.5)
Heavy exercise 14 (8.8)

=160, 2n=159
Abbreviation: IQR — interquartile range.
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Descriptives of anthropometric and cardiometabolic indicators,
neuroendocrine, inflammation, oxidative stress, and platelet activation
biomarkers of the study sample are shown in Table 3.

Table 3. Anthropometric, cardiometabolic indicators, neuroendocrine,
inflammation, oxidative stress, and platelet activation biomarkers of the study
sample.

Average+SD or

Variable median (IOR) Min Max
Weight (kg) 84.20 (17.05) 54.30 178.00
Height (cm) 183.06+6.33 166.00  198.50
BMI (kg/m?) 25.04 (4.75) 16.95 45.40
Waist circumference (cm) 89 (15) 69 141
Systolic blood pressure (mmHg) 129 (16.5) 93 175
Diastolic blood pressure (mmHg) 76 (13) 57 104
Heart rate (bpm) 63 (14) 40 94
Glucose (mM) 5.24 (0.52) 4.15 7.61
Total cholesterol (mM) 5.02 (1.39) 3.04 8.73
HDL-cholesterol (mM) 1.19 (0.33) 0.58 2.21
LDL-cholesterol (mM) 3.11 (1.17) 1.56 5.95
Non HDL-cholesterol (mM) 3.78 (1.49) 1.99 7.61
TAG (mM) 1.17 (0.86) 0.41 9.94
Hair cortisol (ng/g) 46.18 (119.29) 0.63 858.31
CRP (mg/L) 0.64 (0.96) 0.10 31.00
CypA (ng/mL) 43.52 (60.20) 0.33 81.00
WBC (10°/L) 5.47 (1.52) 2.82 9.45
Neutrophils (10%/1) 2.50 (1.02) 1.09 6.73
Lymphocytes (10%1) 2.09 (0.84) 0.84 4.05
Monocytes (10%/1) 0.49 (0.21) 0.25 1.49
Neutrophils (%) 47.96+8.33 29.18 73.31
Lymphocytes (%) 38.91+8.13 14.27 59.2
Monocytes (%) 9.24+2.11 5.50 19.33
MDA (ug/L) 97.48 (35.62) 56.03 251.42
FRAP (umol Fe?*/L) 47.67 (11.41) 28.50 79.98
CD63+ platelets stimulated with

TRAP (50 | 28.85 (21.05) 0.40 69.20
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Table 3 (continued). Anthropometric, cardiometabolic indicators,
neuroendocrine, inflammation, oxidative stress, and platelet activation
biomarkers of the study sample.

AveragexSD or

median (IQR)
PAC-1+ platelets stimulated
with ADP (%) 49.40 (37.20) 0.10 90.20

Abbreviations: SD — standard deviation, IQR — interquartile range, Min — minimum
value, Max — maximum value, BMI — body mass index, HDL — high-density
lipoproteins, LDL - low-density lipoproteins, non HDL — non high-density
lipoproteins, TAG - triacylglycerols, CRP — C-reactive protein, CypA — cyclophilin
A, WBC —white blood cells, MDA — malondialdehyde, FRAP —ferric reducing ability
of plasma.

Variable Min Max

4.1.2. Association between cardiovascular disease risk and hair cortisol
concentration

Low physical activity and smoking are the main lifestyle CVD risk factors.
According to the description provided in Section 3.3.1., we evaluated
individuals’ overall physical activity. The results showed that 47.8% of
individuals prefer an overall inactive lifestyle, while 52.2% of subjects
reported being physically active. No significant differences in hair cortisol
concentration median values were found between smokers and non-smokers
or subjects reporting low and high physical activity levels (64.69 (130.74)
ng/g vs. 39.82 (102.50) ng/g, p = 0.113 and 33.57 (108.35) ng/g vs. 54.90
(106.94) ng/g, p = 0.1186, respectively).

To determine the association between hair cortisol concentration and CVD
risk factors, we divided the study participants into 2 or 3 groups according to
the prevalence of major risk factors including: obesity, smoking, hypertension
and dyslipidemia. The manifestation of these risk factors was evaluated using
the latest update of the European Society of Cardiology Guidelines on
cardiovascular disease prevention in clinical practice [5]. The comparison of
hair cortisol concentration between the groups based on the recommended
BMI, waist circumference, systolic and diastolic blood pressure values, LDL-
cholesterol, non-HDL cholesterol and TAG concentrations in blood serum is
reported in Table 4.
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Table 4. Comparison of hair cortisol concentration median values in the
subject groups based on the recommended values of anthropometric, blood
pressure measures and lipid metabolism biomarkers.

Cortisol
Variable n concentration p-value
(ng/g)
(median (IQR))
BMI (kg/m?)
18.5-24.9 80 32.13(83.25)
25.0-29.9 57 54.68 (147.16) 0.052"
>30.0 26 74.69 (101.85)
Waist circumference (cm)
<94 101 34.98 (8.41) -
0.007
>94 61 77.16 (152.14)
Systolic blood pressure (mmHg)
<140 131 39.86 (118.21) -
0.253
>140 32 52.48 (105.08)
Diastolic blood pressure (mmHg)
<90 144 39.22 (112.68) -
0.027
>90 19 93.17 (101.17)
TAG (mM)
<1.70 120 44.38 (117.32) —
0.306
>1.70 43 54.68 (119.88)
LDL-cholesterol (mM)
<2.60 38 34.09 (72.67) -
0.029
>2.60 125 51.66 (136.15)
Non HDL-cholesterol (mM)
<3.40 58 36.11 (85.49) -,
0.025
>3.40 105 54.68 (134.98)

* Kruskal-Wallis test, ™ Mann—-Whitney U test
Abbreviations: BMI — body mass index, TAG — triacylglycerols, LDL — low-density
lipoproteins, non HDL — non high-density lipoproteins, IQR — interquartile range.

The results showed that participants with higher than recommended waist
circumference and diastolic blood pressure values had a significantly higher
hair cortisol concentration median (IQR) than subjects with normal waist
circumference and diastolic blood pressure. Also, individuals with higher
LDL-cholesterol and non HDL-cholesterol levels showed significantly higher
hair cortisol concentration median (IQR) values compared to those with a
normal lipid profile.

144



Correlation analyses revealed weak but statistically significant positive
associations between hair cortisol concentration and body mass index, waist
circumference, systolic and diastolic blood pressure values, glucose, total
cholesterol, LDL-cholesterol and non-HDL cholesterol concentrations in
blood serum, as well as the percentage of neutrophils in venous blood samples.
Also, a significant negative relationship between hair cortisol concentration
and the percentage of lymphocytes in venous blood samples was found in the
current study (Table 5).

Table 5. Correlations between hair cortisol concentration and anthropometric,
lipid and glucose metabolism, inflammation, oxidative stress and platelet
activation biomarkers.

Variable rs p-value
BMI (kg/m?) 0.217 0.005
Waist circumference (cm) 0.211 0.007
Systolic blood pressure (mmHg) 0.339 9.55X10°
Diastolic blood pressure (mmHg) 0.320 3.05X10°
Glucose (mM) 0.156 0.046
Total cholesterol (mM) 0.221 0.005
HDL-cholesterol (mM) —-0.026 0.746
LDL-cholesterol (mM) 0.226 0.004
Non HDL-cholesterol (mM) 0.209 0.007
TAG (mM) 0.115 0.144
CRP (mg/L) 0.108 0.171
CypA (ng/mL) 0.090 0.260
WBC (10°%L) 0.089 0.262
Neutrophils (10%/1) 0,176 0,026
Lymphocytes (10%1) -0,094 0,238
Monocytes (10%/1) 0,155 0,050
Neutrophils (%) 0.197 0.012
Lymphocytes (%) -0.217 0.006
Monocytes (%) 0.093 0.240
MDA (ug/L) 0.087 0.301
FRAP (umol Fe?*/L) 0.102 0.203
CD63+ platelets stimulated with

TRAP ((';) ) 0.066 0.416
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Table 5 (continued). Correlations between hair cortisol concentration and
anthropometric, lipid and glucose metabolism, inflammation, oxidative stress
and platelet activation biomarkers.

Variable rs p-value
PAC-1+ platelets stimulated with
ADP (%) —-0.018 0.840

Abbreviations: rs — Spearman‘s correlation coefficient, BMI — body mass index, HDL
— high-density lipoproteins, LDL — low-density lipoproteins, non HDL — non high-
density lipoproteins, TAG — triacylglycerols, CRP — C-reactive protein, CypA —
cyclophilin A, WBC — white blood cells, MDA — malondialdehyde, FRAP — ferric
reducing ability of plasma.

Further analysis was performed in two age groups of subjects: young
(25-39y.0.) and middle-aged (40-54 y.0.) males. In the group of middle-aged
men, the SCOREZ2 risk prediction algorithm was calculated to estimate the 10-
year fatal and non-fatal CVD risk. The results showed that the median (IQR)
SCORE?2 value is 6 (5)%, minimum value — 3%, maximum value — 19%.

According to the SCORE2 model, 15.79% of subjects had low CVD risk
(SCORE2 < 5%), moderate risk (5% < SCORE2 < 9%) was determined for
47.37% of men and 36.84% of subjects had high (SCORE2 > 10%) CVD risk
(Figure 2).

12; 16%

28; 371%

36; 47%

<5% " 59% =>10%

Figure 2. CVD risk based on SCORE2 values in the middle-aged male group.
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The comparison of the hair cortisol concentration median (IQR) among the
three groups based on SCORE2 (<5%, 5-9%, >10%) values revealed no
statistically significant differences in hair cortisol levels (41.04 (129.02) ng/g,
63.69 (109.87) ng/g, 46.54 (115.50) ng/g, p = 0.829, respectively) (Figure 3).

p=0.829

400 -

200 -

Cortisol, ng/g

<5 5-9 210
SCOREZ2, %
Figure 3. The comparison of hair cortisol concentration among the groups

based on SCORE? values.

Correlation analysis also revealed no statistically significant association
between hair cortisol concentration and SCORE2 index (rs = 0.093, p = 0.444)

(Figure 4).
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Figure 4. Correlation between hair cortisol concentration and SCORE2 index
(rs — Spearman’s correlation coefficient)

In the group of young men, the number of CVD risk factors was calculated
by using biomarkers and indicators included in the SCOREZ2 model (smoking,
non HDL-cholesterol > 3.4 mM, systolic blood pressure > 140 mmHg). The
results indicated that 42.17% of subjects showed no evidence of increased
CVD risk, 39.76% of participants had 1 risk factor, 13.25% had two risk
factors and only 4.82% had 3 risk factors (Figure 5).
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Figure 5. CVD risk based on the number of CVD risk factors in the young
male group.

The comparison of the hair cortisol concentration median (IQR) among the
three groups based on the number of CVD risk factors (0, 1, 2-3 risk factors)
revealed a tendency toward an increasing hair cortisol level as the number of
risk factors increases (15.98 (57.20) ng/g, 27.82 (61.53) ng/g, 39.54 (81.44)
ng/g, respectively). However, differences in the hair cortisol concentration
median (IQR) values among the three groups based on the nhumber of CVD
risk factors were not statistically significant (p = 0.164) (Figure 6).

p=0.164
300 - a

200 -
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Cortisol, nglg

0 1 2.3
Number of risk factors

Figure 6. The comparison of hair cortisol concentration among the groups
based on the number of CVD risk factors.
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The correlation analysis also showed no statistically significant
relationship between hair cortisol concentration and the number of CVD risk
factors (rs = 0.211, p = 0.057) (Figure 7).

g = 0.211
’_ |—|_H_|_‘ [T T T11 = [ pP= 0.057
400 -
L ] o }
o 300 - .
(=]
[ =
E 200 : L] ’ [ ] ’
= ™ A
O -
QO . . . .
100 - o — . |
. » ® . . -
. _‘: .... * .’ o -
0 - ’.""‘- h‘: - ., -
0 1 2 3
Number of risk factors

Figure 7. Correlation between hair cortisol concentration and the number of
CVD risk factors (rs — Spearman’s correlation coefficient).

4.1.3. Calculation of allostatic load index and its association with hair
cortisol level

The allostatic load (AL) index was calculated as a sum of 5 separate
physiological system (cardiovascular, metabolic, immune, oxidative stress,
and platelet activation) risk scores. In total, 18 biomarkers were used for the
calculation of AL indices. Each biomarker was dichotomized into high-risk
and low-risk values: 1 point was given if the biomarker was in the high-risk
range and 0 if not. Thus, the higher AL index value indicates the greater effect
of chronic stress exposure on physiologic dysregulation. To determine the
high-risk cut-off point values, the study sample was divided into quartiles, and
high risk was defined as greater than the 75" percentile for all variables except
for HDL-cholesterol and FRAP measures. For these variables, high risk was
defined as a value less than the 25" percentile [27]. The overall AL index
could range from 0 to 18 (Table 6).
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Table 6. High-risk cut-off point values of individual biomarkers used in calculating the allostatic load index.

Group Variable n Cut-off value
Systolic blood pressure (mmHg) 163 >136
Cardiovascular indicators Diastolic blood pressure (mmHg) 163 >83
Heart rate (bpm) 163 >71
BMI (kg/m?) 163 >27.91
Waist circumference (cm) 162 >08
Glucose (mM) 163 >5.50
Metabolic indicators TAG (mM) 163 >1.74
HDL-cholesterol (mM) 163 <1.06
LDL-cholesterol (mM) 163 >3.79
Total cholesterol (mM) 163 >5.83
CRP (mg/L) 162 >1.30
Immune system indicators Neutrophils (%) 161 =52.81
WBC (10°/L) 161 >6.28
CypA (ng/mL) 160 >81.00
- - Malondialdehyde (ug/L) 142 >119.30
Oxidative stress indicators FRAP (umol Fe?*/L) 158 <42.92
Platelet activation biomarkers CD63+ platelets stimulated with TRAP (%) 152 >40.35
PAC-1+ platelets stimulated with ADP (%) 129 >66.40

Abbreviations: BMI — body mass index, TAG — triacylglycerols, HDL — high-density lipoproteins, LDL — low-density lipoproteins, CRP — C-
reactive protein, WBC — white blood cells, CypA — cyclophilin A, FRAP — ferric reducing ability of plasma.

151



The AL index was calculated for 102 subjects. The median (IQR) value of
the AL index was 4 (3), minimum value — 0, maximum value — 12. The
correlation analysis revealed a weak but statistically significant association
between the AL index and hair cortisol concentration (rs = 0.313, p = 0.001)

(Figure 8).
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Figure 8. The correlation between allostatic load index and hair cortisol
concentration (rs — Spearman’s correlation coefficient).

4.2. Investigation of cardiovascular disease risk in middle-aged and elderly
women

4.2.1. Study group characteristics

The cross-sectional study included 145 women (50-64 y.0.) participating
in the national CVD prevention program. The results of the self-reported
guestionnaire showed that the majority of women were married (73.8%) and
attained a level of higher education (84.1%). The analysis of lifestyle
indicators revealed that almost 90% of study participants were non-smokers,
but more than half of the women were physically inactive. Sociodemographic
and lifestyle characteristics of the study group are presented in Table 7.
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Table 7. Sociodemographic and lifestyle characteristics of the study group.

Variable Median IQR
Age (years) 55 7
Variable n (%)
Education
Lower secondary 3(2.1)
Upper secondary 20 (13.8)
Higher (university or non-university) 122 (84.1)
Marital status
Married 107 (73.8)
Single/divorced/widowed 38 (26.2)
Night job
Yes 18 (12.4)
No 127 (87.6)
Smoking status
Smoker 16 (11.0)
Non-smoker 129 (89.0)
Physical activity at work
Inactive 85 (59.0)
Walking 45 (31.3)
Active 12 (8.3)
Physically hard work 2(1.4)
Leisure-time physical activity
Inactive 44 (30.6)
Walking 91 (63.2)
Active 9(6.2)
Heavy exercise 0(0)
=144

Abbreviation: IQR — interquartile range.

The descriptive statistics of anthropometric variables, glucose and lipid

metabolism biomarkers, as well as hair steroid hormone levels are depicted in
Table 8.
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Table 8. Anthropometric indicators, glucose and lipid metabolism
biomarkers, as well as hair steroid hormone levels of the study participants.

Average£SD or

Variable median (IQR) Min Max
BMI (kg/m?) 26.81 (8.18) 17.86 55.77
Waist circumference (cm) 85 (20) 62 136
Systolic blood pressure 127 (21) 89 180
(mmHg)

(E)n']iiﬁg)c blood pressure 80+9.08 59 110
Heart rate (bpm) 76 (15) 53 135
Glucose (mM) 5.39 (0.71) 4.1 9.21
Total cholesterol (mM) 5.78 (1.49) 3.75 10.69
HDL-cholesterol (mM) 1.64 (0.62) 0.85 3.2
LDL-cholesterol (mM) 3.52 (1.32) 1.6 8.88
Non HDL-cholesterol (mM) 4.03 (1.54) 2.07 9.47
TAG (mM) 1.16 (0.74) 0.52 4.01
Apo B (g/L)! 0.92 (0.37) 0.093 1.85
Apo Al (g/L)* 1.56+0.26 0.86 2.49
Apo A2 (g/L)! 0.35 (0.065) 0.22 0.57
Apo E (mg/L)! 44.70 (12.32) 23.20 79.00
Apo Al/Apo B! 1.62 (0.72) 0.62 17.31
Cortisol (ng/g)? 3.43 (6.75) 0.53 117.55
Cortisone (ng/g)? 6.65 (4.95) 1.49 73.33
DHEA (ng/g)® 3.97 (4.06) 0.99 22.72
Progesterone (ng/g)* 1.25 (2.42) 0.09 38.80
17a-hydroxyprogesterone 0.42 (0.25) 0.20 0.94
(ng/g)® R ' '
Estradiol (ng/g)® 0.15 (0.18) 0.07 1.67
Testosterone (ng/g)’ 0.22 (0.22) 0.06 17.59

=115, 2n=144, 3n=135, “n=123, °n=68, 5n=21, 'n=78

Abbreviations: SD — standard deviation, IQR — interquartile range, Min — minimum
value, Max — maximum value, BMI — body mass index, HDL — high-density
lipoproteins, LDL - low-density lipoproteins, non HDL — non high-density
lipoproteins, TAG - triacylglycerols, Apo B — apolipoprotein B, Apo Al —
apolipoprotein Al, Apo A2 —apolipoprotein A2, Apo E — apolipoprotein E, DHEA —
dehydroepiandrosterone.

4.2.2. Association between cardiovascular disease risk and hair steroid
hormone levels

According to the description provided in Section 3.3.1. we evaluated
individuals’ overall physical activity. The results showed that 60.8% of
individuals prefer an overall inactive lifestyle, while 39.2% reported being
physically active. No significant differences in hair cortisol, cortisone and
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DHEA level median values were found between smokers and non-smokers
(cortisol: 3.10 (3.50) ng/g vs. 3.58 (6.96) ng/g, p = 0.849, cortisone: 6.24
(3.42) ng/g vs. 7.26 (5.05) ng/g, p = 0.257, DHEA: 3.02 (2.47) ng/g vs. 4.07
(4.29) ng/g, p = 0.382, respectively) or subjects reporting low and high
physical activity level (cortisol: 3.66 (9.74) ng/g vs. 3.58 (4.81) ng/g,
p = 0.333, cortisone: 6.69 (5.73) ng/g vs. 6.50 (4.07) ng/g, p = 0.362, DHEA:
3.58 (3.68) ng/g vs. 4.23 (4.73) ng/g, p = 0.333, respectively).

To determine the association between hair cortisol, cortisone, DHEA levels
and CVD risk factors, we divided the study participants into 2 or 3 groups
according to the prevalence of major risk factors including: obesity, smoking,
hypertension and dyslipidemia. The comparison of hair steroid hormone
levels between the groups based on the recommended BMI, waist
circumference, systolic and diastolic blood pressure values, LDL-cholesterol,
non-HDL cholesterol, TAG and apo B concentrations in blood serum, is
reported in Table 9.
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Table 9. Comparison of hair cortisol, cortisone, DHEA concentration median values in the subject groups based on the recommended
values of anthropometric, blood pressure measures and lipid metabolism biomarkers.

Corti . . DHEA
ortisol concentration Cortisone .
. . concentration
Variable n (ng/g), p-value concentration (ng/g), p-value (ng/g), median p-value

median (IQR) median (IQR) 9/9),

(IQR)

BMI (kg/m?)
18.5-24.9 57 3.12 (3.86) 5.83 (4.02)™ 4.52 (4.37)
25.0-29.9 40 2.95 (5.99) 0.235" 5.71 (3.81)™ 0.002" 4.04 (2.98) 0.595
>30.0 48 4.68 (8.05) 7.42 (9.30)™ 3.62 (4.07)
Waist circumference (cm)
<80 44 2.82(3.52) - 5.71 (3.60) o 3.57 (4.78) -
>80 101 4.08 (7.57) 00747 589 (7.53) 0.006 4.00 (3.59) 0.930
Systolic blood pressure (mmHg)
<140 112 3.10 (6.26) 0.044™ 6.15 (4.04) 0.041™ 3.45 (4.31) 0.237™
>140 33 4.74 (7.27) ' 8.23 (8.77) ' 4.32 (2.97)
Diastolic blood pressure (mmHg)
<90 112 3.10 (6.20) 0.045™ 5.99 (4.18) 0.103™ 3.58 (4.34) 0.103™
>90 33 5.42 (7.98) ' 7.80 (6.78) ' 4.46 (3.49)
TAG (mM)
<1.70 113 3.62 (6.58) 0.602" 6.58 (4.26) 0.266™ 4.12 (3.64) 0.131™
>1.70 32 3.09 (11.28) ' 6.88 (10.43) ) 3.04 (4.55)
LDL-cholesterol (mM)
<2.60 24 6.15 (15.06) 0.178" 6.67 (3.93) 0.686™ 4.20 (3.93) 0.468™
>2.60 121 3.13(6.41) ' 6.65 (5.37) ' 3.60 (5.37)
Non HDL-cholesterol (mM)
<3.40 35 4.14 (9.66) 0.549" 6.78 (3.55) 0.264™ 4.55 (3.18) 0.114™
>3.40 110  3.13(6.21) ' 6.09 (5.39) ' 3.58 (4.41)
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Table 9 (continued). Comparison of hair cortisol, cortisone, DHEA concentration median values in the subject groups based on
the recommended values of anthropometric, blood pressure measures and lipid metabolism biomarkers.

DHEA

Cortisol concentration Cortisone concentration
Variable n (ng/g), p-value concentration (ng/g), p-value (ng/g), median p-value
median (IQR) median (IQR) 9/9),
(IQR)
Apo B (g/L)
<1.00 71 2.85(5.77) 0.227" 6.18 (3.48) 0.806™ 3.39 (3.61) 0.814™
>1.00 44 3.90 (9.81) ' 5.69 (5.91) ' 4.10 (3.60)

*Kruskal-Wallis test
“Mann-Whitney U test

““Dunn’s test with Bonferroni correction: normal weight (18.5 < BMI < 24.9) vs. obesity (BMI > 30.0), p = 0.003; overweight (25.0

< BMI <29.9) vs. obesity (BMI > 30.0), p = 0.033.
Abbreviations: BMI — body mass index, TAG — triacylglycerols, LDL — low-density lipoproteins, non HDL — non high-density lipoproteins, Apo
B — apolipoprotein B, DHEA — dehydroepiandrosterone, IQR — interquartile range.
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The results showed that obese subjects had significantly higher hair
cortisone concentration compared with the overweight subjects or individuals
whose BMI is within the recommended values. Also, participants with higher
than recommended waist circumference values had a significantly higher hair
cortisone concentration median (IQR) than subjects with normal waist
circumference. Both hair cortisol and cortisone levels were elevated in a group
of subjects whose systolic blood pressure was higher than recommended.
Furthermore, subjects with higher diastolic blood pressure demonstrated
increased hair cortisol concentration.

Correlation analyses revealed weak but statistically significant positive
associations between hair cortisone concentration and waist circumference,
systolic and diastolic blood pressure values and apolipoprotein E
concentration in blood serum. Also, a significant positive relationship between
hair cortisone concentration and body mass index, waist circumference,
systolic and diastolic blood pressure values, glucose concentration in blood
serum, as well as a negative correlation of hair cortisone concentration with
HDL-cholesterol level in blood serum were found in the current study.
Furthermore, a weak but statistically significant relationship between hair
DHEA level and arterial blood pressure was observed (Table 10).
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Table 10. Correlations between hair steroid hormone levels and anthropometric indicators, glucose and lipid metabolism biomarkers.

Cortisol concentration Cortisone concentration DHEA concentration
Variable (ng/g) (ng/g) (ng/g)

rs p-value rs p-value rs p-value
BMI (kg/m?) 0.155 0.064 0.307 1.85x10* 0.002 0.978
Waist circumference (cm) 0.170 0.042 0.344 2.38x10° 0.012 0.886
Systolic blood pressure (mmHg)  0.246 0.003 0.271 1.03x10°3 0.194 0.024
Diastolic blood pressure (mmHg)  0.227 0.006 0.276 7.98x10* 0.197 0.022
Heart rate (bpm) 0.0003 0.997 0.130 0.122 0.023 0.795
Glucose (mM) 0.124 0.139 0.177 0.033 0.003 0.969
Total cholesterol (mM) -0.069 0.411 -0.127 0.129 —0.090 0.299
HDL-cholesterol (mM) -0.044 0.600 -0.249 0.003 -0.018 0.838
LDL-cholesterol (mM) -0.010 0.234 -0.107 0.201 —-0.078 0.366
Non HDL-cholesterol (mM) -0.079 0.344 -0.080 0.339 -0.110 0.205
TAG (mM) 0.090 0.283 0.077 0.356 —0.082 0.343
Apo B (g/L) 0.098 0.300 0.070 0.462 -0.019 0.845
Apo Al (g/L) 0.049 0.607 -0.158 0.093 0.030 0.762
Apo A2 (g/L) 0.054 0.571 -0.126 0.180 0.018 0.857
Apo E (mg/L) 0.191 0.041 0.128 0.176 0.085 0.384
Apo Al/Apo B -0.024 0.803 -0.102 0.279 0.027 0.781

Abbreviations: rs— Spearman’s correlation coefficient, BMI —body mass index, HDL — high-density lipoproteins, LDL — low-density lipoproteins,
non HDL - non high-density lipoproteins, TAG — triacylglycerols, Apo B — apolipoprotein B, Apo Al — apolipoprotein Al, Apo A2 —
apolipoprotein A2, Apo E — apolipoprotein E.

159



To examine the association between hair steroid hormone levels and CVD
risk, a SCOREZ2 index calibrated for very high-risk regions was calculated.
The median (IQR) SCORE2 index value in the study group was 8 (6)%,
minimum value — 4%, maximum value — 27%. According to the SCORE2
model, 4.14% of subjects had low CVD risk (SCORE2 < 5%), moderate risk
(5% < SCOREZ2 < 9%) was determined for 50.34% of women and 45.52% of
subjects had high (SCORE2 > 10%) CVD risk (Figure 3).

6; 4%

66; 46%

73; 50%

<5%  5-9% =>10%

Figure 3. CVD risk based on SCORE2 values in the study group.

Since the majority of women had moderate or high CVD risk, we divided
the entire study sample into two CVD risk groups: the low or moderate risk
group (SCORE2 < 10%) vs. the high-risk group (SCORE2 > 10%).
Comparison of the hair steroid hormone median (IQR) values between the low
or moderate and high CVD risk groups revealed statistically significant
differences in hair cortisone concentration (5.83 (3.86) ng/g vs. 7.16 (7.08)
ng/g, p = 0.002) and no significant differences in hair cortisol (3.07 (6.48)
ng/g vs. 4.07 (7.32) ng/g, p = 0.121) and DHEA levels (4.00 (5.20) ng/g vs.
3.93 (3.81) ng/g, p = 0.626) (Figure 4).
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Figure 4. The comparison of h
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air steroid hormone levels between groups
by the SCORE2 risk prediction algorithm

(DHEA — dehydroepiandrosterone).

Correlation analysis revealed a statistically significant relationship
between hair cortisol, as well as hair cortisone levels, and the SCORE?2 index
values. No significant association between hair DHEA concentration and the

SCORE?2 index was observed (Figure 5).
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4.2.3. Association between metabolic syndrome and hair steroid hormone
levels

The Metabolic Syndrome (MetS) diagnosis was based on the criteria of the
US National Cholesterol Education Program Expert Panel (NCEP) and Adult
Treatment Panel 111 (ATP 111) [29]. In NCEP-ATP llI criteria, the presence of
any three of five following factors is required for a diagnosis of MetS:

1) Abdominal obesity (waist circumference >102 c¢cm for men and
>88 cm for women);

2) Increased triacylglycerol concentration (>1.7 mM) or specific
treatment for these lipid abnormalities;

3) Reduced HDL-cholesterol concentration (<1.0 mM for men and
<1.3mM for women) or specific treatment for these lipid
abnormalities;

4) Increased arterial blood pressure (systolic blood pressure >130 mmHg
or diastolic blood pressure >85 mmHg) or previously diagnosed
hypertension;
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5) Increased fasting glucose concentration (>5.6 mM) or previously
diagnosed type 2 diabetes.

According to US NCEP-ATP Il diagnostic criteria, 64 (44.14%) of
women met the criteria of MetS. MetS patients were significantly older and
had higher hair cortisol and cortisone level median values (Table 11).

Table 11. Comparison of sociodemographic, lifestyle indicators and hair
steroid hormone levels between women with and without MetS.

Variable Women MetS Ve p-value
without patients (df=1)
MetS (n=64)
(n=81)
Age (years), median (IQR) 54.0 (6.0) 57.5(7.0) 0.003"
Menopause
Yes (n (%)) 63(78.8) 55 (85.9) "
No (n (%)) 17(212) 941 242 0265
Marital status
Married (n (%)) 59 (72.8) 48 (75.0)

Single/divorced/widowed (n 22 (27.2) 16 (25.0)  0.086 0.769™
(%))

Night job

Yes (n (%)) 11 (13.6) 7 (10.9) -
No (n (%)) 70(86.4) 57 (s9.1) 0230 0632
Smoking status

Smoker (n (%)) 7 (8.6) 9(14.1) .
Non-smoker (n (%)) 74(914) 55(85.9) 1070 0301
Physical activity level

Low (n (%)) 48 (55.2) 31 (55.4) 4.702 0.983"
High (n (%)) 39 (44.8) 25 (44.6) x10* '
Cortisol concentration (ng/g), x
median (IQR) 2.93(4.82) 4.19 (8.56) 0.019
Cortisone concentration 4
(ng/g), median (IQR) 5.50 (3.58) 7.44 (7.20) 1.283x%10
DHEA concentration (ng/g), x
median (IOR) 3.58 (4.25) 4.18(3.45) 0.384
PSS (average+SD) 15.2245.51 16.064+6.30 0.394™"
STAI-T (average+SD) 39.53+8.45 41.2749.34 0.244™
PSQI (median (IQR)) 5.0 (4.0) 6.0 (5.0) 0.118"

Hhk,

“Mann-Whitney U test, “Pearson’s y?test, ~ Student’s t-test

Abbreviations: IQR — interquartile range, SD — standard deviation, DHEA —
dehydroepiandrosterone, MetS — metabolic syndrome, PSS — Perceived Stress Scale,
STAI-T — State-Trait Anxiety Inventory, PSQI — Pittsburgh Sleep Quality Index.

In order to evaluate the predictors (age, hair cortisol and cortisone levels)
of MetS, we performed a binary simple logistic regression analysis. The
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results showed that older age and higher hair cortisone concentration were
associated with a significantly increased odds ratio for MetS (Table 12).

Table 12. Simple logistic regression analysis (dependent variable — MetS
diagnosis).

Variable OR 95% CI p-value
Age (years) 1.13 [1.04;1.23] 0.003
Cortisol concentration (ng/g) 1.01 [0.99;1.03] 0.218

Cortisone concentration (ng/g) 1.07 [1.02;1.13] 0.008
Abbreviations: Cl — confidence interval, OR — odds ratio

Further, we performed a multiple logistic regression analysis by including
age and hair cortisone concentration variables in the model (Table 13).

Table 13. Multiple logistic regression analysis (dependent variable — MetS
diagnosis).

Variable OR 95%ClI p-value

Age (years) 1.11 [1.02;1.22] 0.014

Cortisone concentration (ng/g) 1.06 [1.02;1.13] 0.015
Abbreviations: Cl — confidence interval, OR — odds ratio

The average correct classification rate of the multiple logistic regression
model was 65.95%, sensitivity —0.81 (95% CI [0.71; 0.89]), specificity — 0.46
(95% CI [0.33; 0.59]), positive predictive value — 0.66 (95% CI [0.56; 0.75]),
negative predictive value — 0.66 (95% CI [0.50; 0.80]), positive likelihood
ratio — 1.51 (95% CI [1.18; 1.94]), negative likelihood ratio — 0.40 (95% ClI
[0.24; 0.68]). The estimated pseudo-coefficients of determination were:
McFadden — 0.134, Cox-Snell — 0.169, Nagelkerke — 0.226.

We divided the entire study sample into three groups according to hair
cortisol concentration terciles (T1, T2, T3). The prevalence of MetS
significantly increased with hair cortisol concentration, expanding from
31.2% to 57.1% from the first to the third terciles (Table 14).
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Table 14. The prevalence of MetS according to the terciles of hair cortisol
concentration.

Cortisol MetS Women 7

Tercile concentration patients without MetS (df=2) \F;:;\Iue
(ng/g) n (%) n (%) -

T1 [0.53; 2.32] 15(31.2)  33(68.9)

T2 (2.32; 5.65] 21 (44.7) 26 (55.3) 6.59 0.037

T3 (5.65; 117.55] 28 (57.1) 21 (42.9)

Abbreviation: MetS — metabolic syndrome.

We analyzed two logistic regression models: unadjusted (Model 1) and
age-adjusted (Model 2) models. The highest hair cortisol concentration tercile
was associated with MetS in the unadjusted (Model 1) and age-adjusted
(Model 2) models. However, after adjustment for age (Model 2), the primary
odds ratio found in the unadjusted model (Model 1) fell to 2.66 (95% CI [1.14;
6.24]). The results of logistic regression analysis are shown in Table 15.

Table 15. Logistic regression analysis (dependent variable MetS diagnosis).

Cortisol Model 1 -value Model 2 value
concentration tercile  OR [95% CI] P OR [95% CI] P

1.00
Tl 1.00 (referent) (roforer)
T2 178077, 411] 17 1-131[0-74; 0.198
T3 2.93 [1.28: 6.74] 0.011 2.221[1.14; 0.024

Abbreviations: Cl — confidence interval, OR — odds ratio

A similar statistical analysis was performed by stratifying subjects into
three groups according to hair cortisone concentration terciles (T1, T2, T3).
The prevalence of MetS significantly increased with hair cortisone
concentration, expanding from 25.0% to 63.3% from the first to the third
terciles (Table 16).
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Table 16. The prevalence of MetS according to the terciles of hair cortisone
concentration.

Cortisone MetS Women e
Tercile concentration patients without MetS (df=2) p-value
(ng/g) n (%) n (%) -
T1 [1.49; 5.18] 12 (25.0) 36 (75.0)
T2 (5.18; 7.80] 20 (42.6) 27 (57.4) 14.47  7.218x10*
T3 (7.80; 73.33] 31 (63.3) 18 (36.7)

Abbreviation: MetS — metabolic syndrome.

Logistic regression analysis showed that both in unadjusted and age-
adjusted models, the highest hair cortisone concentration tercile was a
significant predictor of MetS (Table 17).

Table 17. Logistic regression analysis (dependent variable — MetS diagnosis).

Cortisone Model 1 value Model 2 value
concentration tercile  OR [95% CI] P OR [95% Cl] p
1 1.00 (referent) 1.00 (referent)
T2 222[093;532) 0073 2.811[0.85; 0.111

-4 . 4
T3 517 [2.16;12.38]  231X10 ‘1117 ;‘8[]1-94, 6.36x10

Abbreviations: Cl — confidence interval, OR — odds ratio

4.2.4. The relationship between self-reported stress, anxiety, sleep quality
and hair steroid hormone levels

The comparison of stress-related hair steroid hormone concentrations
among groups based on different self-reported stress level and sleep quality
showed statistically significant difference in hair cortisol concentration
between good and poor sleepers (Table 18).
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Table 18. The comparison of stress-related hair steroid hormone levels among groups based on self-reported stress level and sleep

quality.

Cortisol Cortisone DHEA

Variable n concentration —value concentration _value concentration -value
(ng/g), median P (ng/g), median P (ng/g), median P
(IQR) (IQR) (IQR)

Perceived

stress level

Low 52 2.95 (6.64) 5.90 (3.41) 3.46 (3.83)

Moderate and high 93 3.89 (6.81) 0.374 6.90 (5.44) 0.430 4.20 (4.42) 0.182

Sleep quality

Good 83 3.04 (4.96) 5.90 (3.71) 3.75 (3.82)

Poor 60 4.32 (11.25) 0.039 6.88 (5.72) 0.230 4.04 (3.64) 0.890

Abbreviations: DHEA — dehydroepiandrosterone, IQR — interquartile range.

The correlation analysis revealed weak but statistically significant associations between hair cortisol concentration and the
Perceived stress scale or Pittsburgh sleep quality index scores (Table 19).

Table 19. Correlations between hair steroid hormone levels and stress, anxiety, sleep quality measures.

Cortisol concentration (ng/g)

Cortisone concentration (ng/g)

DHEA concentration (ng/g)

Variable

Is p-value rs p-value p-value
PSS 0.183 0.029 0.151 0.072 0.083 0.341
STAI-T 0.155 0.063 0.074 0.378 -0.045 0.604
PSQI 0.181 0.030 0.104 0.216 -0.018 0.835

Abbreviations: rs— Spearman’s correlation coefficient, DHEA — dehydroepiandrosterone, PSS — Perceived Stress Scale, STAI-T — State-Trait
Anxiety Inventory, PSQI — Pittsburgh Sleep Quality Index.
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5. DISCUSSION
5.1. Stress-related hair steroid hormones and CVD risk factors

Investigation of the anthropometric data and their relationship with hair
glucocorticoid levels showed that increased long-term secretion of hair
cortisol and/or cortisone were positively associated with waist circumference
and body mass index (BMI) values. Moreover, the strength of the correlation
between hair cortisone concentration and waist circumference (WC) was
higher compared with the correlation between hair cortisol level and waist
circumference. This is in concordance with the results of a recently published
meta-analysis [30], where 146 cohorts with 34,342 individuals (53.3+18.4
y.0.) in total were analyzed, and significant correlations between hair cortisol
or cortisone and BMI, as well as WC, were found. The results of the
aforementioned study also indicated that the strongest correlation and the
largest effect size were found between hair cortisone level and waist
circumference [30]. A possible explanation of hair cortisone being a better
predictor of adiposity is that the level of cortisone is assumed to be more stable
in the hair shaft and is not affected by the presence of a local hypothalamic-
pituitary-adrenal-like axis in the hair follicle [7, 30].

The results of the study showed significant associations between all
measured steroid hormones and arterial blood pressure values. Conflicting
results were found in previous studies investigating the relationship between
hypertension and hair cortisol or cortisone levels. A recently published paper
[31] reported that median hair cortisol concentration was significantly higher
in hypertensive individuals compared with normotensive subjects. Similarly,
Bautista et al. [32] showed that individuals with a higher hair cortisol
concentration (above the median of the study sample) were twice as likely to
be hypertensive than those with a lower hair cortisol level (below the median
of the study sample). A meta-analysis based on findings from 124
(sub)samples [33] identified that only systolic blood pressure was positively
associated with hair cortisol concentration, but the relationship between hair
cortisol and diastolic blood pressure was overall non-significant. The results
of the study conducted by Kuehl et al. [34] were in concordance with the
aforementioned findings and, additionally, showed that hair cortisone
concentration was not related to either systolic or diastolic blood pressure. In
contrast, results of the bivariate Pearson’s correlation analysis in a group of
1,258 employees of a large aerospace company showed that both hair cortisol
and cortisone levels were significantly associated with mean arterial blood
pressure, however, the adjustment for covariates resulted in a non-significant
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relationship between hair cortisol and mean arterial blood pressure [35]. These
findings are in line with the results of the present study as the Spearman’s
correlation coefficient was higher in the hair cortisone—systolic (diastolic)
blood pressure association compared to the hair cortisol-systolic (diastolic)
blood pressure relationship. To the best of our knowledge, this is the first study
that examined the association between hair DHEA level and cardiovascular
disease risk factors. The role of DHEA in hypertension is still not fully
understood, but the suggested biological effect of DHEA is based on the
stimulation of endothelial NO synthase phosphorylation and results in
increased endothelial-derived NO production, which plays a key role as a
vasodilator. Thus, DHEA treatment is supposed to be beneficial in reducing
systolic and diastolic blood pressure [36]. However, the results of the Multi-
Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) showed that a higher DHEA
concentration in blood serum was related to a higher incidence of hypertension
and a greater increase in blood pressure during follow-up among
postmenopausal women free of hypertension at baseline [37]. The results of
the present study are in line with the aforementioned findings, as our data
revealed a positive link between hair DHEA concentration and arterial blood
pressure. In contrast, a more recently published meta-analysis of 18
randomized clinical trials reported that DHEA supplementation did not
significantly change systolic and diastolic blood pressure, but increased lean
body mass and decreased fat mass, when compared to control groups [38].
Analysis of the associations between lipid metabolism biomarkers and
chronic stress indicators revealed a statistically significant positive
relationship of hair cortisol concentration and total cholesterol, LDL-
cholesterol and non HDL-cholesterol levels in the young and middle-aged
male group. Also, a significant negative correlation between cortisone
concentration and HDL-cholesterol level was found in the group of middle-
aged and elderly females. Previous studies showed very weak but statistically
significant negative associations between hair cortisol concentration and
LDL-cholesterol, as well as hair cortisone level and HDL-cholesterol
concentration in blood serum [35]. Also, hair cortisol and cortisone levels
were found to be significantly related to triacylglycerol concentration in blood
serum (rp = 0.342 ir rp = 0.458, p < 0.01, respectively) [34]. To the best of our
knowledge, the present study is the first work that showed a weak but
statistically significant correlation between hair cortisol and serum Apo E
concentration. Generally, Apo E is mainly identified in triacylglycerol-rich
lipoproteins to mediate the clearance of their remnants, and it is suggested that
an increased Apo E concentration is related to a higher prevalence of
metabolic syndrome and premature coronary artery disease. However, the

169



clinical significance of Apo E is still under debate as three distinct isoforms,
such as Apo E2, Apo E3, Apo E4, might affect cardiovascular health
differently [39]. Thus, future research should be focused on the quantitative
determination of Apo E isoforms and their relationship with chronic stress
biomarkers.

Our findings suggest that there is a weak but statistically significant
association between hair glucocorticoid concentrations and fasting serum
glucose level. To date, most studies have focused on the relationship between
hair cortisol concentration and glycated hemoglobin level or the prevalence of
type 2 diabetes. The results suggested that long-term or repeated
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activation is related to the elevated
glycated hemoglobin level [35, 40] and a higher prevalence of type 2 diabetes
[41-43]. In contrast, the majority of previous studies [34, 35] found no
significant association between hair cortisol level and fasting glucose
concentration.

It is hypothesized that chronic stress-induced long-term cortisol exposure
results in glucocorticoid receptor resistance that leads to diminished
downregulation of inflammatory processes. The risk of chronic inflammatory
diseases such as atherosclerosis is increased when inflammation duration is
longer and intensity is elevated [44]. Our results indicate a weak but
statistically significant correlation between hair cortisol concentration and the
absolute neutrophil count, as well as the neutrophil percentage value.
Similarly, Penz et al. [45] showed that the increase in hair cortisol
concentration is associated with changes in distribution of leukocytes,
resulting in expansion of neutrophils and a decrease in lymphocytes and
monocytes. These findings might be important, as there is growing evidence
that neutrophils take part in the progression of atherosclerosis by forming
neutrophil extracellular traps that enhance cytokine production in
macrophages and activate T helper 17 cells responsible for maintaining the
inflammatory process [46, 47].

5.2. Stress-related hair steroid hormones and CVD risk

Currently, the SCORE2 (Systemic Coronary Risk Estimation 2) risk
prediction algorithm [5] which indicates 10-year fatal and non-fatal CVD risk
is used to evaluate CVD risk in apparently healthy individuals. The model is
adapted for subjects 40-69 y.o. and calibrated for very high, high, moderate
and low CVD risk regions. The SCORE2 index is calculated using the
following indicators or risk factors: gender, age, smoking status, non HDL-
cholesterol level in blood serum and systolic blood pressure values. The
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possible values of the SCORE2 index in the low CVD risk region is 1-19%,
moderate CVD risk region — 1-25%, high CVD risk region — 1-32%, very
high CVD risk region — 2-46%. Since mortality from CVD in Lithuania is
very high, Lithuania is assigned to the very high CVD risk region.

To the best of our knowledge, this is the first study that examined the
association between stress-related hair steroid hormones and SCORE?2 risk
model values. We found a statistically significant relationship between
SCOREZ2 and both hair cortisol and cortisone levels (rs = 0.181, p = 0.030, rs=
0.253, p = 0.002, respectively). Numerous previous studies reported an
association between hair cortisol concentration and the incidence of acute
coronary syndrome [48] or myocardial infarction [49]. Also, individuals with
angiographically documented coronary atherosclerosis [31] had significantly
higher hair cortisol levels compared with healthy controls. In contrast to the
aforementioned studies, the results of the current study showed that chronic
stress biomarkers are related to increased CVD in apparently healthy women
without a diagnosis of acute or chronic diseases. Thus, it is possible that
objective chronic stress biomarkers might be used for CVD risk assessment
and prevention. Moreover, it should be noted that the Spearman’s correlation
coefficient between hair cortisone and SCORE2 was higher compared with
the correlation measured between hair cortisol and SCORE2 risk model
values. Comparison of hair glucocorticoid levels among women with >10%
and <10% 10-year fatal and non-fatal CVD risk showed that only hair
cortisone level differed significantly between groups. These results suggest
that cortisone, the inactive form of cortisol, should be considered an additional
biologically relevant chronic stress marker in cardiovascular health research.

5.3. Stress-related hair steroid hormones and metabolic syndrome

Metabolic syndrome (MetS) is associated with a 5-fold increased risk for
type 2 diabetes and a 2-fold higher risk for the development of cardiovascular
diseases [50,51]. It is estimated that about one quarter of the world‘s
population is affected with MetS [52].

Since chronically elevated cortisol concentration promotes abdominal
obesity, hypertension and hyperglycemia, it is believed that stress should be
considered as an etiological factor of MetS [53-55]. Previous studies showed
that prolonged stress or extremely stressful life events (e.g., nuclear power
plant accidents, earthquakes) are associated with higher MetS and MetS
diagnostic criteria prevalence [56-57].

The results of the current study showed that the prevalence of MetS
significantly increased from the first to the third hair cortisol and cortisone
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concentration terciles. Also, the highest hair cortisol concentration tercile was
associated with a 2.66 (95 % CI [1.14; 6.24]) increased odds ratio for MetS,
while the highest hair cortisone concentration tercile was associated with a
4.74 (95 % CI [1.94; 11.58]) increased odds ratio for MetS in age-adjusted
logistic regression models. These results are in line with the previous research
showing a significant association between hair glucocorticoid level terciles
and the number of MetS criteria among healthy individuals and subjects
suffering from depression [34]. In contrast, a case-control study in South
African women showed no evidence of the relationship between hair cortisol
concentration and MetS, as well as comorbidity of posttraumatic stress
disorder and metabolic syndrome [58]. Presumably, these inconsistent
findings might be caused by the presence of mediating factors. For instance,
H. M. Lehrer et al. [59] demonstrated that the association between higher hair
cortisol concentration and the MetS severity score is mediated by a lower
psychological resilience.

5.4. Study limitations

The study utilized a cross-sectional design that allows to identify the
prevalence of diseases or risk factors, as well as correlations between variables
at a single time point and does not provide information about causality in the
relationship between stress-related steroid hormone secretion and CVD risk.
Thus, in order to determine whether there is a causal link between stress
hormones and CVD risk, a longitudinal study should be performed.

Two distinct hair sample preparation techniques and steroid hormone
analysis methods were used in the male and female study groups. Due to these
reasons, we were unable to conduct a statistical analysis in the entire study
population and compare hair steroid hormone levels between males and
females.
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CONCLUSIONS

1. A highly sensitive and selective HPLC-MS/MS method was
developed for the quantitative determination of seven steroid
hormones (cortisol, cortisone, dehydroepiandrosterone, testosterone,
17a-hydroxyprogesterone, progesterone, estradiol) in human hair
samples.

2. Examination of the relationship among stress-related hair steroid
hormone levels and cardiovascular disease risk factors revealed
statistically significant positive associations between:

a) hair cortisol concentration and waist circumference, arterial blood
pressure values both in males and females;

b) hair cortisol concentration and body mass index values, glucose,
total cholesterol, LDL-cholesterol, non-HDL cholesterol
concentrations in the male group and apolipoprotein E level in the
female group;

c) hair cortisone concentration and body mass index, waist
circumference, arterial blood pressure values, glucose
concentration in  blood serum, as well as hair
dehydroepiandrosterone concentration and arterial blood pressure
values in the female group.

3. Significant positive associations between hair glucocorticoid levels
and the SCORE2 risk prediction algorithm which estimates the 10-
year fatal and non-fatal cardiovascular disease risk were found in the
female group.

4. Higher hair cortisol and cortisone levels were found to be significantly
related to the increased risk of metabolic syndrome.

5. Asignificant positive relationship between hair cortisol concentration
and the allostatic load index was observed in the male group. In the
female group, only weak positive associations were found between
hair cortisol concentration, the perceived stress scale and the
Pittsburgh sleep quality index scores.
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skatinima tobuléti.

Uz suteiktg galimybe iSmokti, naudingus praktinius patarimus ir draugiska
atmosferg dékoju Drezdeno technikos universiteto profesoriui Clemens
Kirschbaum ir visam jo vadovaujamos laboratorijos mokslininky kolektyvui.

Esu dékinga doc. dr. Neringai Burokienei uz nuosirdy bendradarbiavima,
palaikyma ir pagalba sudarant tiriamyjy imtj.

Dékoju prof. dr. (HP) Algirdui Utkui ir dr. Jurgitai Songailienei uz
galimybe pasinaudoti VU MF BMI ZMGK laboratorijos jranga. Taip pat
dékoju dr. Tomui Petrénui ir dr. Andriui Kaminskui uz pagalba jdiegiant
ESCh-MS/MS metoda.

Taip pat uz vertingas pastabas ir pagalbg redaguojant mokslinj darbg
dékoju $io disertacinio darbo recenzentams — doc. dr. Valerijai Jablonskienei,
doc. dr. Daliui Vitkui ir prof. dr. Daivai Urbonienei.

Pacius Sil¢iausius padékos Zodzius skiriu savo Seimai uz besalygiska
palaikyma, kantrybe ir supratima.
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CURRICULUM VITAE

Asmeniniai duomenys:

Vardas Eglé

Pavardé Mazgelyté

Gimimo data 1993-12-23

Adresas Nugalétojy g. 8-1, Vilnius

Telefono nr. +370 6 100 3427

El. pastas egle.mazgelyte@mf.vu.lt

ISsilavinimas:

2018-2022 Vilniaus u?iversitet.(.) Medicinos fakultetas,
Doktorantiiros studijos
Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas,

2016-2018 Medicinos biologijos magistrantira (Cum
Laude diplomas, Nr. MA1643525)
Vilniaus universiteto Chemijos fakultetas,

2012-2016 Biochemijos bakalauras (Cum Laude
diplomas, Nr. BA1319610)

2008-2012 Vilniaus Zirmiiny gimnazija

Profesiné patirtis:

2020—-dabar

2019-dabar

2018—dabar

Medicinos biologe; VS| Vilniaus
universiteto ligoniné Santaros klinikos,
Medicininés genetikos centras, Santariskiy g.
2, Vilnius 08661, Lietuva

Jaunesnioji mokslo darbuotoja; Vilniaus
universiteto Medicinos fakultetas,

M. K. Ciurlionio g. 21, Vilnius 03101,
Lietuva

Jaunesnioji asistenté; Vilniaus universiteto
Medicinos fakultetas, M. K. Ciurlionio g. 21,
Vilnius 03101, Lietuva

Déstomi dalykai:

Biochemija (lietuviy kalba), Molekuliné diagnostika (lietuviy kalba),
Laboratoriné medicina (lietuviy ir angly kalba), Pagrindinés biologijos savokos

(angly kalba)

Kvalifikacijos kélimas:

2022 05 22-25

2022 04 10-14

90-asis Europos aterosklerozés draugijos
kongresas, Milanas, Italija

IFCC-EFLM Europos saliy klinikinés
chemijos ir laboratorinés medicinos
kongresas, Miunchenas, Vokietija
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20211209

2021 12 03-04

202111 25

2021 09 30

2021 05 28

2021 04 22

2021 04 20

2021 03 26

202101 14

2020 12 02

2020 11 06-07

2020 11 0407

2020 10 29

2019 08 29-31

2019 05 25-29

Virtuali moksliné-praktiné konferencija
»lgimtos ir/ar paveldimos genetinés ligos:
nuo ligos iki geny ir atgal®

Virtuali Baltijos $aliy aterosklerozés
draugijos konferencija

14-0ji Lietuvos jaunyjy mokslininky
konferencija ,,Bioateitis: gamtos ir gyvybés
moksly perspektyvos®, Kaunas, Lietuva
Virtuali moksliné-praktiné konferencija
»lgimtos ir/ar paveldimos genetinés ligos:
nuo ligos iki geny ir atgal®

Virtuali Baltijos $aliy metaboliniy ligy
draugijos konferencija ,,Inborn errors of
metabolism presenting with psychiatric
symptoms*

Virtuali moksliné-praktiné konferencija
»lgimtos ir/ar paveldimos genetinés ligos:
nuo ligos iki geny ir atgal*

Virtuali moksliné-praktiné konferencija
»Retos paveldimos ligos kardiologijoje
Moksliné-praktiné konferencija ,,Medicinos
technologijos ir klinikiné praktika: nuo
infekceijy kontrolés valdymo iki profesinés
Virtuali konferencija ,,Druskos ir jodo
suvartojimas populiacijoje: nacionalinés
rekomendacijos‘

Virtuali konferencija ,,Laboratorinés
diagnostikos apzvalga 2020 metais*
15-asis virtualus Baltijos Saliy laboratorinés
medicinos kongresas

88-asis virtualus Europos aterosklerozés
draugijos kongresas

Kasmetiné Pasaulinei trombozés dienai
skirta virtuali moksliné-praktiné
konferencija ,,Ka klinicistai turéty zinoti, o
laboratorija atlikti‘

49-asis tarptautinis
psichoneuroendokrinologijos draugijos
kongresas, Milanas, Italija

87-asis Europos aterosklerozés draugijos
kongresas, Mastrichtas, Nyderlandai
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2019 05 02-03

2019 04 09

2019 02 07-08

20190111

2018 11 22

2018 1115

2018 09 24-25

2018 06 05-08

2018 05 10-12

Tarptautiné moksliné-praktiné konferencija
»aenes: from past to the future*
Tarptautiné doktoranty ir rezidenty
konferencija ,,Health for all“, Kaunas,
Lietuva

Tyrimy etikos seminary ciklas ,,Research
Ethics & Research Integrity: Basics and
recent developments®, Vilnius, Lietuva
Medicinos edukologijos mokymai
»Klinikiniai mokymo metodai —
kompetencijomis gristas medicinos
mokymas®, Vilnius, Lietuva

Kursai ,Informacijos tvarkymas programa
Mendeley: praktinis uzsiémimas®, Vilnius,
Lietuva

Kursai ,,Moksliné informacija: paieska,
mokslometrija, duomeny talpyklos®, Vilnius,
Lietuva

Kursai ,,Patikimos medicinos informacijos
paieska®, Vilnius Lietuva

Evoliuciné medicina: sveikata ir ligos
besikei¢iandioje aplinkoje, Vilnius, Lietuva
14-asis Baltijos Saliy laboratorinés
medicinos kongresas, Vilnius, Lietuva

Moksliniai tyrimai:

2022—dabar

2020-2022

2021

Biomedicininis tyrimas ,,Pavieniy Iasteliy
transkriptomikos tyrimai vaisiaus vandeny
éminiuose“. VRBTEK leidimo, iSduoto 2022
m. balandzio 12 d., Nr. 2022/4-1429-900,
tyréja.

Biomedicininis tyrimas ,,Steroidiniy
hormony koncentracijos plaukuose s3saja su
motery patiriamu létinio streso lygiu ir rizika
sirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis®.
VRBTEK leidimo, i§duoto 2020 m.
rugpjicio 25 d., Nr. 2020/8-1254-735, tyréja.
Biomedicininis tyrimas ,,Inovatyviy
neintervenciniy biomedicininiy tyrimy
pritaikymas valdant stresa grupés
dinamikoje: Sauktiniy atvejis Lietuvoje*.
Projektas vykdomas ir finansuojamas pagal
Lietuvos mokslo tarybos remiamg veiklos
krypti ,,Mokslininky grupiy projektai,
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sutarties Nr. S-MIP-20-59, registracijos Nr.
P-MIP-20-204, asociacijos sutarties Nr.
(1.79 E) SU-11272020, jaunesnioji mokslo
darbuotoja.
Biomedicininis tyrimas ,,Streso valdymo
virtualios realybés terpéje ir streso
monitoringo algoritmo suktirimas*. Projektas
2019-2020 vykdomas ir finansuojamas Europos
Sajungos struktiiriniy fondy 1ésomis
(sutarties Nr. S-J05-LVVPA-K-03-0059/73-
18-Bvk), jaunesnioji mokslo darbuotoja.
Biomedicininis tyrimas ,,Depresijos
simptomy ir patiriamo streso lygio sasajos su
vitamino D koncentracijos Kraujo serume
poky¢iais“. VRBTEK leidimo, iSduoto 2019
m. geguzés 27 d., Nr. 2019/5-1136-627,
tyréja.

2019

Apdovanojimai:

1. Apdovanojimas uz geriausig zodinj pranesimg ,,Association between metabolic
syndrome and hair steroid hormone levels in women participating in the national
cardiovascular disease prevention program®, 5-oji tarptautiné¢ Evoliucinés
medicinos konferencija, Vilnius, Lietuva, 2022 m. rugpjtéio 24-27 d.

2. Antrosios vietos apdovanojimas uz pranesima ,,Steroidiniai hormonai
plaukuose: tyrimo metodai, sasaja su patiriamu létinio streso lygiu bei rizika sirgti
Sirdies ir kraujagysliy ligomis®, 14-o0ji Lietuvos jaunyjy mokslininky konferencija
,Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos®, Kaunas, Lietuva, 2021 m.
lapkri¢io 25 d.

3. Pirmosios vietos apdovanojimas uz pranesimg ,,The comparison of objective
and subjective chronic stress assessment techniques®. Tarptautiné doktoranty ir
rezidenty konferencija, Kaunas, Lietuva, 2019 m. balandzio 9 d.

Stipendijos:

Lietuvos mokslo tarybos stipendija uz

2022
0 studijy rezultatus (Nr. P-DAP-22-211)

2020 Lietuvos mokslo tarybos stipendija uz
studijy rezultatus (Nr. P-DAP-20-317)

2017-2018 Skat_1_nam0J1 stipendija (magistranttiros
studijos)

2013-2016 Skatinamoyji stipendija (bakalauro studijos)

Narysteés:

2021_dabar Lletuyps zmogaus ir medicininés genetikos
draugijos naré

2019-dabar Tarptautinés psichoneuroendokrinologijos

draugijos naré
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2018—dabar Europos aterosklerozés draugijos naré

2016-dabar Lietuvos laboratorinés medicinos draugijos

nare

Doméjimosi sritys:

Sirdies ir kraujagysliy ligos, jy etiopatogeneze, rizikos veiksniai, diagnostiniai
Zymenys ir prevencija, rety genetiniy ligy molekuliné diagnostika
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PRIEDAI

1 PRIEDAS. Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimas atlikti ATEROSTRES biomedicininj tyrima

&)
VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS
Vie3oji istaiga, Universiteto g. 3, LT- 01513 Vilnius, tel. (8 5) 268 7001, faks. (8 5) 272 8646, ¢l. p. infor@cr.vu.lt.
Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kodas 211950810,
Fakulteto duomenys: M K. Ciurlionio g. 21/27, LT-03101 Vilnius, tel. (8 5) 239 8701, (8 5) 239 7800, faks. (8 5) 239 8705,
el. p. mf@mfvult
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
M.K. Ciurlionio g. 2127, LT-03101 Vilnius, tel. (8 5) 268 6998, el. p. rbtek@mf.vu.lt

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2015-10-06 Nr.158200-15-807-319

Tyrimo pavadinimas:
Letinio streso nulemti aterosklerozes proceso ypatumai: nauju_biozZymeny paieska ir tyrimas

Protokolo Nr.: 1
Versija: 2
Data: 2015-10-05

Asmens informavimo ir informuoto asmens
sutikimo forma:

Versija: 2

Data: 2015-10-05

Priedas Nr. 1: Streso vertinimo klausimynas

Versija: 2

Data: 2015-10-05

Priedas Nr. 2: Uminio streso méginio protokolas

Versija: 2

Data: 2015-10-05

Pagrindiniai tyréjai: Zita Ausrelé Kudinskiené

[staigos pavadinimas: Vilniaus universitetas Medicinos fakultetas

Padalinio pavadinimas Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir laboratorinés
medicinos katedra

Adresas: Santariskiy g. 2, LT-08661 Vilnius

Leidimas galioja iki: 2018-03-31

Leidimas iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
(protokolas Nr. 158200-2015/10, vykusio 2015 m. spalio meén. 06 d., sprendimu.

Vilniaus regioninio biomedicininiy __tyrimy etikos komiteto eksperty grupés  nariai
Nr. Vardas, pavardé veiklos sritis dalyvavo posédyje
I | doc. dr. Laimute Jakavonyté filosofija ne
2 prof.dr. Jolanta Dadoniené epidemiologija, medicina taip
3 doc.dr. Jaunius Gumbis teisé ne
4 Genovaité Bulzgyté slauga taip
5 prof.dr. Augustina Jankauskiené medicina ne
6 dr. Laura Malinauskiené medicina taip
2 Eglé Zubiené psichologija taip =L
8 | Ugne Sakiiniené pacienty teisés taip
->\"\
Y/
Pirmininké = Laura Malinauskiené

Vilniaus regioninis
biomedicininiy

tyrimy ctikos
komitetas
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2 PRIEDAS. Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimas atlikti biomedicininj tyrimg ,,Steroidiniy hormony koncentracijos
plaukuose sgsaja su motery patiriamu létinio streso lygiu ir rizika sirgti Sirdies
ir kraujagysliy ligomis*

&
e,
Srras W

VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
sui generis darinys prie VILNIAUS UNIVERSITETO

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2020 08 25 Nr.2020/8-1254-735
Tyrimo pavadinimas:

Steroidiniy hormony koncentracijos plaukuose sgsaja su motery patiriamu létinio streso lygiu
ir rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis

Protokolo Nr.: 1

Versija: 2

Data: 2020 07 30

Informuoto asmens sutikimo forma: 2
2020 07 30

Pagrindinis tyréjas: Dovilé Kar¢iauskaité

Istaigos pavadinimas: V3] Vilniaus universiteto ligoniné Santaros
klinikos

Adresas: Santariskiy g. 2, Vilnius

Leidimas galioja iki: 2022 08

Leidimas i3duotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédZio (protokolas
Nr. 2020/8), vykusio 2020 m. rugpjuagio 25 d. sprendimu.

T
Al sl D) . .
Pirmininkas N 7 }’L’L L) prof. dr. (HP) Saulius Vosylius

v L v\

. |

\/

Viedoji jstaiga Duomenys kaupiami ir saugomi Komiteto duomenys:

Universiteto g. 3 Juridiniy asmeny registre M. K. Ciurlionio g. 21, LT- 03101 Vilnius
01513 Vilnius Kodas 211950810 Tel. (8 5) 268 6998, cl. p. rbtek@mf.vu.lt

194



3 PRIEDAS. Subjektyviai suvokto streso skalé

Sioje skalé¢je pateikti klausimai apie Jasy jausmus ir mintis per PASTARAJ] MENESI. Ties kickvienu klausimu
pazymékite savo atsakyma apvesdami rutulinku ant skaiiaus, kuris nurodo KAIP DAZNAI Jus vienaip ar kitaip
jautétés ar galvojote:

Niekada B.evelk Kartais | Daznai La'hm.
nickada daznai

1. Kaip daznai per pastargjj ménes] buvot nusimings del kazko, 0 1 2 3 4
kas nutiko netikétai? 3
2. Kaip daznai per pastarajj ménesj jautéte, kad negaléjote

daz e, 0 1 2 3 4
kontroliuoti svarbiy dalyky savo gyvenime?
3. Kaip daznai per pastarajj ménesj jautétés nervingas ir 0 1 5 3 4
Jsitempes?
4. Kaip daZnai per pastaraji ménesj jautéte, jog sugebéjote
o Lt 0 1 2 3 4
susitvarkyti su asmeninémis problemonus?
5. Kaip daznai per pastaraji ménesj jautéte, kad viskas vyko Jums

. Pl : 0 1 2 3 4
palankia kryptiom?
6. Kaip daznai per pastarajj ménesj pastebédavote, kad negaléjote

y . Lo . : L. . 0 1 2 3 4

susitvarkyti su visais dalykais, kuriuos turéjote padaryti?
7. Kaip daznai per pastarajj ménesj sugebéjote suvaldyti 0 1 2 3 4
susierzinima savo gyvenime?
8. Kaip daznai per pastaraji ménesj jautéte, kad viskg

R 0 1 2 3 4
kontroliuojate?
9. Kaip daznai per pastaraji ménesi jautéte pykti, dél dalyku, 3
uri leiote k litoti? 0 1 2 3 4

1riy negaléjote kontroliuoti?
10. Kaip daZnai per pastarajj ménesj jautéte, kad sunkumuy
. o RS 0 1 2 3 4

susikaupé tiek daug, kad negaléjote jy jveikti?
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4 PRIEDAS. STAI (angl. State-Trait Anxiety Inventory) klausimyno skalé

Zemiau pateikta keletas teiginiu, skirty Zmoniy nuotaikai ir savijautai apibidinti. Perskaitykite kiekviena teiginj ir
pazymekite labiausiai Jasu pastovig (jprastq) nuotaika ir savijauta, t.y. tai, kaip Jis dainiausiai jauliatés, atitinkantj
atsakymg.

Beveik kartais daznai beveik
niekada visada
1. A§ jauciuosi maloniai. 1 2 3 4
2. AS jauciuosi nervingas (-a) ir nenustygstu vietoje. 1 2 3 4
3. AS§ jauciuosi savimi patenkintas (-a). 1 2 3 4
4. As noréciau biti toks (-ia) pat laimingas (-a) kaip ir kiti. 1 2 3 4
5. A$ jauciuosi kaip nevykelis (-é). 1 2 3 4
6. AS jauciuosi pailséjes (-usi). 1 2 3 4
7. AS esu ramus (-1), Saltakraujiskas (-a) ir susikaupes (- usi). 1 2 3 4
8. A3 jauciu kaip kaupiasi sunkumai ir negaliu jy jveikti. 1 2 3 4
9. A§ perdaug pergyvenu dél smulkmeny. 1 2 3 4
10. AS esu laimingas (-a). 1 2 3 4
11. Mano mintys man kelia nerima. 1 2 3 4
12. Man stinga pasitikéjimo savimi. 1 2 3 4
13. AS jauciuosi saugiai. 1 2 3 4
14. A§ lengvai priimu sprendimus. 1 2 3 4
15. AS jauciuosi nepilnavertis (-€). 1 2 3 4
16. AS esu patenkintas (-a). 1 2 3 4
17. Kiekviena smulkmena mane blasko ir neduoda ramybés. 1 2 3 4
18. A sunkiai priimu nusivylimus ir ilgai negaliu jy pamirsti. 1 2 3 4
19. AS esu stabiluss zmogus. 1 2 3 4
20. Kai galvoju apie dabartinius savo ripes¢ius ir reikalus, a$ patiriu 1 2 3 4

itampa ir samysi.
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5 PRIEDAS. Pitsburgo miego kokybés indeksas

NURODYMAI

Sekantys klausimai siejasi tik su praéjusio ménesio miegu. Jisy atsakymai turéty
atspindéti dauguma praéjusio ménesio dieny ir nakty. Prasome atsakyti j visus
klausimus.

1. Kelinta valanda vakare Jiis paprastai atsigulate?

GULIMOSILAIKAS

2. Per kiek minuciy Jis paprastai uzmiegate kiekviena vakary?

MINUTES

3. Kelinta valanda Jus paprastai pats pabundate ryte?
PRABUDIMO LATKAS

4, Kiek valandy per naktj Jis miegate? (Atsakymas nebitinai turi sutapti su buvimo
lovoje trukme)

MIEGO VALANDOS PER NAKT]

Kiekvienam sekanc¢iam klausimui pazymékite vieng atsakyma. Prasome atsakyti visus

klausimus.

5. Kaip daznai, per praéjusi ménesj, Jas blogai miegojote dél to, kad...
a) negalédavote uzmigti per 30 min.

né karto maziau nei | karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes} per savaite per savaite per savaite

b) atsibusdavote vidurj nakties ar anksti ryte

né karto maziau nei | kartg 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes] per savaite per savaite per savaite

¢) turédavote pasinaudoti tualetu

né karto maziau nei 1 kartg 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj per savaite per savaite per savaite

d) negalédavote laisvai kvépuoti

né karto maziau nei 1 kartg 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes} per savaite per savaite per savaite
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5 PRIEDAS (tesinys). Pitsburgo miego kokybés indeksas

e) kosédavote ar garsiai knarkdavote
né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj__ per savaite per savaite__ per savaitg__

f) biidavo per Salta

né karto maziau nei 1 karta 1 ar2 kartus 3 ar daugiau karty
perménesi per savaite per savaitg per savaitg

g) badavo per karsta

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes]__ per savaite per savaite__ per savaitg__

h) kankindavo blogi sapnai

né karto maziau nei 1 karta 1 ar2 kartus 3 ar daugiau karty
perménesi per savaite per savaitg per savaitg

i) jausdavote skausma

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes]__ per savaite per savaite__ per savaitg__

j) biidavo kity priezas¢iu

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
perménesi per savaite per savaitg per savaitg

6. Kaip Jus bendrai jvertintuméte savo praéjusio ménesio miego kokybe?
Labai gerai
Geral
Blogai
Laba1 bloga1

7. Kaip daznai per praéjusi ménesj Jis vartojote vaistus dél blogo miego
(iSrasytus gydytojo ar nusipirktus be recepto)?

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj per savaite per savaite per savaite

8. Kaip daZnai per praéjusj ménesj Jums badavo sunku islikti Zvaliam
vairuojant automobilj, valgant, vystant socialine veikla?

né karto maziau net 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
perménesi per savaite per savaite per savaite
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5 PRIEDAS (tesinys). Pitsburgo miego kokybés indeksas

9. Ar praéjusi ménesj nekilo problemy Jiisy jprastinéje veikloje (dingo
susidoméjimas darbu, sumazéjo entuziazmas asmeniniame gyvenime,
atsirado abejingumas, apatija)?

Nebuvo problemos
Nezymi problema
Zenkli problema
Labai didelé problema

10. Ar miegate su kuo nors vienoje lovoje ar kambaryje?

Néra partnerio

Partnenis kitame kambaryje

Partnerts tame paciame kambaryje, bet kitoje lovoje
Partneris toje pacioje lovoje

Jei turite partneri, paklauskite kaip daznai Jas:

a) garsiai knarkéte

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesi per savaite per savaite per savaite

b) kvépuojate nelygiai, su ilgomis pauzémis tarp ikvépimy

ne karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj__ per savaite__ per savaite__ per savaite

¢) neramiai judindavote kojas

ne karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj per savaite per savaite per savaite

d) blaskydavotés lovoje, biidavote dezorientuotas, sutrikes

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménesj per savaite__ per savaife__ per savaite__

e) kiti pastebéjimai, praSome aprasyti

né karto maziau nei 1 karta 1 ar 2 kartus 3 ar daugiau karty
per ménes] per savaite per savaite per savaite
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