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Anotace

Tato prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci pro stanoveni koncentrace kortizolu ve slinach. V prvni ¢asti jsou popsany vlastnosti
kortizolu, jeho funkce v organismu, onemocnéni s nim spojend a moznosti jeho stanoveni
v riznych biologickych materialech. V experimentalni ¢asti je popsan odbér vzork slin, jejich

piriprava k analyze a postup optimalizace metody stanoveni kortizolu.
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Tittle

Determination of cortisol in saliva by liquid chromatography with mass detection

Annotation

This thesis deals with the development and optimization of liquid chromatography with a mass
detection method for the determination of cortisol in saliva. The first part describes the
properties of cortisol, its role in human organism and in diseases, and methods used for its
determination in different biological materials. The experimental part describes sample
collection and preparation for analysis, and optimization of the method for cortisol

determination.
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Uvod

Kortizol je vyznamnym hormonem, ktery ovliviiuje celou fadu metabolickych pochodi.
Kortizol pomaha regulovat metabolismus sacharidi a lipida, ovliviiuje syntézu a odbouravani
bilkovin. Plsobi také na imunitni systém a uplatituje se pfi reakci organismu na fyzicky i
psychicky stres. Se zménami hladiny kortizolu jsou spojena riznéd onemocnéni, jako je
naptiklad Cushingliv syndrom a Addisonova choroba. Stanoveni hladiny kortizolu je vyznamné
z hlediska diagnostiky rtiznych onemocnéni, ale také kvili monitorovani fyzické zatéze nebo

psychického stresu.

Kortizol je tradi¢né stanovovan v séru imunochemickymi metodami. V soucasné dob¢
je vénovana pozornost stanoveni kortizolu ve slinach, odbér slin je snadny a neinvazivni a
koncentrace kortizolu odpovida jeho biologické aktivité. Imunochemické metody pouzivané
pro stanoveni kortizolu v séru nemusi byt dostate¢né citlivé pro jeho stanoveni ve slindch, a
proto se pro stanoveni kortizolu ve slindch pouziva obvykle kapalinové chromatografie ve

spojeni s hmotnostni spektrometrii, ktera ma vyssi citlivost a specificitu.

Cilem této prace je zavedeni a optimalizace metody pro stanoveni kortizolu kapalinovou

chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Syntéza a vlastnosti kortizolu

1.1.1 Syntéza kortizolu

Kortizol je steroidni hormon produkovany v zona fasciculata a zona reticularis kiry nadledvin.
Zékladnim stavebnim kamenem pro syntézu kortizolu a ostatnich steroidnich hormont je
cholesterol. Ten je dodavan predevsim z plazmy, v mensi mife je syntetizovan v kiife nadledvin
z acetyl-S-CoA. Prvnim krokem tvorby steroidnich hormont je pfeména cholesterolu na
pregnenolon, tento krok ma také hlavni vyznam v regulaci steroidogeneze. Nasledné je
pregnenolon preménén na kortizol v sérii reakci, jednd se pfedevSim o hydroxylace a
dehydrogenace (Obrazek 1). V syntéze kortizolu a ostatnich steroidl se uplatiiuji dvé hlavni
skupiny enzymi, cytochrom P450-oxidoreduktdzy a hydroxysteroiddehydrogenazy (HSD).
Kortizol v nadledvinach neni skladovan a mira jeho uvoliiovani z nadledvin je fizena rychlosti
jeho syntézy. Tvorba kortizolu podléha cirkadidlnimu rytmu fizenému centralni nervovou
soustavou (Obrazek 2). Béhem vecera a prvnich hodin spanku klesa, mezi tfeti a patou hodinou
spanku opét stoupd, maxima dosahuje mezi Sestou a osmou hodinou spanku, po probuzeni

tvorba kortizolu opét klesa [1-4].

Syntéza kortizolu je fizena z hypotalamu sekreci kortikoliberinu (CRH), ktery zvySuje
uvolnovani kortikotropinu (ACTH) z adenohypofyzy, ten v klite nadledvin zvySuje preménu
cholesterolu na pregnenolon. Sekreci ACTH zvySuje také vasopresin. V fizeni sekrece kortizolu
se uplatfiuje negativni zpétnd vazba, tzn. narist koncentrace kortizolu v krvi snizuje vylucovani
CRH, vasopresinu a ACTH. Kortizol je uvoliiovan v reakci na fyzicky i psychicky stres,

mechanismem je zvySeni sekrece CRH a ACTH [1-4].
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hydroxylaza; P450c21, steroid-21-hydroxylaza; P450c11p, steroid-11B-hydroxylaza; 3HSD,
3B-hydroxysteroiddehydrogenaza.
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1.1.2 Vlastnosti a metabolismus kortizolu

Kortizol je v krvi z vétSiny transportovan ve vazb¢ na proteiny. Hlavni podil kortizolu (cca 80
%) se vaze na kortizol vazajici globulin (CBG, transkortin), mensi ¢ast (cca 10 %) se vaze na
albumin. Méné nez 10 % celkového kortizolu je ptitomno v plazmé ve volné formé, kdy pouze
tento podil je biologicky aktivni. Kortizol je stejn€ jako dalsi steroidni hormony lipofilni latka,
diky tomu volné¢ prochdzi bunéfnou membranu. V cytoplazmé se kortizol vaze na
glukokortikoidni receptor a vznikly komplex hormonu s receptorem vstupuje do jadra. V jadie
kortizol zvySuje nebo snizuje expresi prislusnych gend, jednak pfimou vazbou na regulacni
useky DNA (glucocorticoid response elements), dale také interakci s transkripénimi faktory
(jaderny faktor kB a aktivatorovy protein AP-1). Kromé glukokortikoidniho receptoru je
kortizol schopen aktivovat i mineralokortikoidni receptor. Ve vétSiné tkani k aktivaci
mineralokortikoidnich receptorti kortizolem za fyziologickych podminek nedochazi. Mezi
tkan€ ovliviiované kortizolem prostfednictvim mineralokortikoidnich receptorti patii nékteré

¢asti centralni nervové soustavy [1-3].

Pted vyloucenim je vétSina kortizolu metabolizovana v jatrech. Prvnim krokem je
redukce kortizolu na tetrahydrokortizol, ktery mize byt ddle redukovan nebo pfeménén
odstépenim postranniho fetézce. Dal§i moZnou cestou je pfeména Kkortizolu na
6B-hydroxykortizol, ktery je rozpustny ve vodé, a tim padem je vyloucen moci (Obrazek 3).
Vétsina metabolith kortizolu je konjugovana s kyselinou glukuronovou a vylou¢ena moci.
Kortizol je pfeméiovan také na kortizon za ucasti enzymu 11B-hydroxysteroiddehydrogenazy
typu 2 (11B-HSD-2), k ¢emuz dochazi napf. v ledvinach, slinnych Zldzach a stievé. Kortizon je
biologicky neaktivni a je metabolizovan a vylucovan podobnym zpisobem jako kortizol.
Funkci ptemény kortizolu na kortizon je zabranéni nadmérnému ptisobeni kortizolu a projeveni
jeho mineralokortikoidnich u¢inkd. Naptiklad v ledvinach vede aktivace mineralokortikoidnich

receptoru kortizolem k zadrzovéni soli [1-3].
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Obrazek 3. Odbouravani kortizolu [3]; 11-B-HSD, 11-B-hydroxysteroiddehydrogenaza

1.2 Funkce Kkortizolu

Jednou z oblasti ovliviiovanou kortizolem je metabolismus sacharidi. Kortizol zvySuje hladinu
glukozy v krvi, k tomu dochézi jednak podporou glukoneogeneze v jatrech a jednak snizenim
odbouravani glukézy perifernimi tkdnémi. K stimulaci glukoneogeneze dochazi ovlivnénim
aktivity klicovych enzymii glukoneogeneze (fosfoenolpyruvatkarboxykinazy, glukoza-6-
fosfatdzy a fosfofruktokinazy/fruktoza-2,6-bisfosfatazy). Kortizol dale v perifernich tkanich
snizuje mnozstvi receptor pro glukézu GLUT4, které se presouvaji do bunééné membrany,
coz vede k poklesu vychytavani glukozy v téchto tkanich. Kortizol mé navic také katabolické
ucinky na metabolismus bilkovin a lipidd, jejich odbourdvani vede k uvolnovéani vétSiho
mnozstvi aminokyselin a glycerolu, které néasledné slouzi jako substrat pro glukoneogenezi.

Kortizol ptlisobi také na metabolismus glykogenu. V jatrech kortizol zvySuje aktivitu
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glykogensyntazy a snizuje aktivitu glykogenfosforylazy, to vede k podpoie syntézy glykogenu
[1,2,5-7].

Dalsi oblasti ovliviiovanou ucinky kortizolu je metabolismus lipidii. V tukové tkani
kortizol snizuje syntézu lipidi a podporuje jejich odbouravani, tim dochazi k naristu
koncentrace volnych mastnych kyselin v krevnim obéhu. Jednim z mechanismil potlaceni
syntézy lipidii je snizeni piijmu glukézy z krve bunkami kvli poklesu poctu receptort GLUTA4,
prave piijata glukdza slouzi jako substrat pro syntézu lipida. Dalsim mechanismem je zvySeni
aktivity lipolytickych enzymu (adipocytarni triglyceridova lipdza a hormon-senzitivni lipaza).
Kortizol dale také zvySuje aktivitu lipoproteinové lipazy, hlavné v oblasti biicha, coz zvySuje
mnozstvi mastnych kyselin dostupnych bunikam. V jatrech kortizol naopak podporuje syntézu
lipidii. To nasledn¢ vede k nariistu uvolfiovani lipoproteinit o velmi nizké hustoté¢ (VLDL)
z jater a jejich zvySena koncentrace zvysuje dostupnost mastnych kyselin pro periferni tkané

[]‘) 2) 5’ 6’ 8]'

Kortizol svymi imunosupresivnimi U¢inky piisobi na imunitni systém. Kortizol snizuje
akumulaci leukocytii v mistech zanétu a mnozstvi lymfocytli, monocytt, eozinofili a bazofili
v krevnim ob&hu. U neutrofilti dochézi k nartstu jejich mnozstvi v krevnim ob&hu v disledku
jejich zvyseného uvoliiovéni z kostni dfené a prodlouzeni doby Zivota, ale naopak se snizuje
jejich migrace do mista zdnétu. Kortizol snizuje proliferaci T a B lymfocytl a aktivitu NK
bun¢k, nebot ve zvySené mife dochazi k apoptéze thymocytl. Dale dochazi k poklesu
diferenciace a Cinnosti makrofagli a k nizSimu ucinku prezentace antigenti dendritickymi
buikami. Dal$im mechanismem, jakym kortizol ovliviiuje imunitni reakci, je inhibice
vylucovani prozanétlivych cytokinii, jako jsou interleukiny (IL1, IL2, IL3, IL6), tumor
nekrotizujici faktor a, interferon y a faktor stimulujici kolonie granulocytl a makrofagi
(GM-CSF). Je také potlacena ¢innost fosfolipazy A2 a cykooxygenazy 2, coz vede k poklesu
syntézy prostaglandinil a leukotriend. Kortizol ovlivituje také kardiovaskularni systém, poméha
tidit krevni tlak tim, Ze podporuje pisobeni latek zvySujicich krevni tlak (napt. angiotenzin II,

noradrenalin). Kortizol také zvySuje minutovy srde¢ni vydej [1, 2, 5, 6, 9].
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1.3 Onemocnéni zpisobené nadbytkem nebo nedostatkem
kortizolu

1.3.1 Nadbytek kortizolu

Onemocnéni zptisobené nadbytkem kortizolu se oznacuje jako Cushingliv syndrom. Necastéjsi
pricinou vzniku tohoto onemocnéni je nddor adenohypofyzy vedouci k nadprodukci ACTH.
Nadbytek ACTH muze byt zptisoben také nadorem v jiné ¢asti téla. Dalsi pficinou mlize byt
ektopickd produkce CRH. Cushingliv syndrom muze byt zptisoben také onemocnénim kury
nadledvin, kterd pak produkuje kortizol nezavisle na regulaci. Pfiznaky Cushingova syndromu

mohou byt vyvolany také syntetickymi glukokortikoidy podavanymi jako 1éciva [1, 2].

Nadbytek kortizolu vede k hyperglykémii (podpora glukoneogeneze, potlaceni
vychytavani glukozy perifernimi tkdnémi). Muze dojit také k rozvoji diabetes mellitus, jelikoz
je omezena funkce GLUT4 receptort. Navic dochazi k poruSe funkce f-bunék pankreatu a
sekrece inzulinu. Pro Cushingliv syndrom je typickéd obezita s ukladanim tuku na obliceji a
btise, ale ne napf. na koncetindch (Obrazek 4). Kortizol v mistech, ve kterych dochazi
k zvySenému ukladani tuku, zvySuje aktivitu lipoproteinové lipazy. Dale dochazi také
k zvySenému uvoltiovani VLDL c¢astic jatry. To vede k vétSimu piijmu mastnych kyselin
tkanémi, ty poté syntetizuji vice lipid. Na vzniku visceralni obezity mize mit podil také vysoka
aktivita 11B-HSD typu 1 v téchto tkanich, ktera katalyzuje pfeménu kortizonu na kortizol, coz
vede k nartstu mnozstvi kortizolu plisobiciho na tyto tkan€. Mezi dalsi ucinky kortizolu, které
se mohou uplatiiovat v rozvoji obezity, patii podpora diferenciace adipocytl a zvySeni piijmu
stravy. Zvysena koncentrace kortizolu se projevuje také vznikem hypertenze. Ta je zptisobena
mineralokortikoidnim u¢inek kortizolu, tzn. je ptekroc¢ena kapacita 11B-HSD typu 2 a dochazi
k zvySenému zadrZovani sodiku a vylucovéani drasliku. Dale kortizol podporuje pisobeni
vasokonstrikénich latek. Kortizol také aktivuje renin-angiotenzinovy systém a sniZuje ptsobeni

radikalu oxidu dusnatého a dalSich vasodilatatora [1, 10-12].

Kortizol mé katabolické ¢inky na metabolismus bilkovin. To pfi jeho dlouhodobé
zvySené koncentraci vede k atrofii svalli, nebot” aminokyseliny jsou vyuZzity jako zdroj energie.
Atrofii podléha také kiize, dochéazi k jejimu zeslabeni, tvorbé strii (Obrazek 4) a dalSim
zménam. Nadbytek kortizolu ovliviiuje také fungovani kosti. Dochazi ke snizeni poctu a funkce
osteoblastil a poklesu syntézy a nartstu odbouravéani kolagenu, to mé za nasledek degradaci
kosti. ZvySena hladina kortizolu také zvySuje mnozstvi koagulacnich faktort (hlavné faktoru

VIII a von Willebrandova faktoru) a sniZzuje miru fibrinolyzy, coz zvySuje riziko vzniku
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tromb6z. Imunosupresivni ucinek kortizolu zplisobuje pifi jeho nadbytku také zvySenou

nachylnost k infekeim [1, 10-12].

Obrazek 4. Vzhled osob s Cushingovym syndromem (centralni obezita, strie) [2, 62]

1.3.2 Nedostatek kortizolu

Jednou z pfi€in nedostatku kortizolu je Addisonova nemoc, ta je zptisobena poskozenim kury
nadledvin nejcastéji v disledku autoimunitni reakce, dale napt. kvali nadoru, infekci
(tuberkuldza) nebo krvaceni. U Addisonovy nemoci klesa jak hladina kortizolu, tak také hladina
aldosteronu a ptiznaky nemoci jsou zpusobené nedostatkem obou hormonti. Mezi dalsi pti¢iny
nedostatku kortizolu patii porucha sekrece ACTH z adenohypofyzy (napt. kvili rakoving) a
porucha sekrece CRH z hypotalamu [1, 2,].
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Jednim z ptiznakl nedostatku kortizolu je hypoglykémie, kterd vzniké v diisledku snizeni
podpory glukoneogeneze kortizolem. SniZzeni mnozstvi kortizolu vede také k mensi podpote
¢innosti latek zvysujicich krevni tlak, coz mtze vést k poklesu krevniho tlaku. Kortizol snizuje
sekreci vasopresinu, jeho zvySené mnozstvi pi1 nedostatku kortizolu vede k nizsimu vylu¢ovani
vody a k hyponatrémii. Kortizol snizuje tvorbu kalcitriolu pies 1a-hydroxylazu, pti jeho
nedostatku mtize dochazet k nartistu hladiny kalcitriolu a v disledku toho k hyperkalcémii,
nebot’ dochazi k zvysené absorpci vapniku ve stievé. Nedostatek kortizolu se projevuje také

unavou a poklesem té¢lesné hmotnosti [1, 2, 13-16].

1.4 Stanoveni kortizolu

1.4.1 Stanoveni kortizolu v krvi

V dnesni dobé je bézné stanovena koncentrace celkového kortizolu v séru imunochemickymi
metodami. VétSina kortizolu je ale v krvi navdzana na proteiny a koncentrace celkového
kortizolu proto zavisi na mnozstvi proteinti (albuminu, CBG). Biologicky aktivni je pouze
volny kortizol a koncentrace celkového kortizolu v séru nemusi odrazet miru jeho ptsobeni. Pti
imunochemické analyze neupraveného vzorku séra muize také dochazet k tomu, ze proteiny
plazmy soutézi ve vazbé kortizolu s protilatkami pouzitymi k analyze. Tuto interferenci je
mozné eliminovat pouzitim riznych blokovacich ¢inidel. Interferovat pfi stanoveni kortizolu
mohou také dalsi latky pfitomné v séru, napft. jin€ steroidy. Stanoveni hladin volného kortizolu
v séru imunochemickymi metodami vyzaduje separaci vazaného kortizolu pted vlastni
analyzou, k tomu se vyuziva napf. dialyza, ultrafiltrace nebo gelova filtrace. Tyto kroky vedou
k zvySeni sloZitosti a asové naro¢nosti analyzy a sté¢zuji jeji rutinni uplatnéni. Alternativou
k ptimému stanoveni koncentrace volného kortizolu je jeji vypocet na zdklad¢ koncentrace
celkového kortizolu a mnozstvi CBG a albuminu. Tato metoda ale nezohlediiuje mozné rozdily
v afinité kortizolu k vazebnym bilkovindm a nemusi spravné fungovat u nemocnych osob. Dalsi
nevyhodou stanoveni kortizolu v séru je invazivni zptsob odbéru venozni krve a s ni spojeny
stres, ktery miize vést k nartistu hladiny kortizolu. Koncentrace celkového kortizolu v séru

(plazmé) se pohybuje v desitkach az stovkach ng/ml (Tabulka 1) [17-19, 28].
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1.4.2 Stanoveni kortizolu v moc¢i

Do moci prechazi pouze volny kortizol (okolo 2 % kortizolu z krve), tim padem hladina
kortizolu v mo¢i odrézi miru jeho biologické aktivity. Kortizol v moci se vétSinou stanovuje
jako celkové mnozstvi volného kortizolu vylouc¢eného za 24 h, pii tomto stanoveni je vysledek
nezavisly na cirkadidlnim rytmu produkce kortizolu. Nevyhodou tohoto stanoveni jsou mozné
problémy se spravnym odbérem moci béhem 24 h, jelikoz miize byt odebrano mnozstvi
odpovidajici kratSimu nebo del§imu obdobi. Vliv téchto chyb je mozné omezit vztazenim
koncentrace kortizolu ke koncentraci kreatininu, v ptipadé¢ normalni glomerularni filtrace je
koncentrace kreatininu v moc¢i konstantni. Pfi pouziti imunochemickych metod je nutné pied
vlastni analyzou provést extrakci do dichlormethanu nebo ethylacetatu, aby doslo k odstranéni
interferujicich latek (metabolitli kortizolu), kterych je zde vétsi mnozstvi nez v séru. Ke
stejnému ucelu lze vyuzit také extrakci na pevné fazi. Dal§i moznosti stanoveni kortizolu
vmoci je vyuziti chromatografickych metod. Z nich je nejcastéji vyuzivana kombinace
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie, kterd ma vyssi citlivost a specificitu

nez imunochemické metody [17-19].

Tabulka 1. Koncentrace kortizolu v séru, moci a slinach

Koncentrace
Vzorek Doba odbéru Zdroj
kortizolu [ng/ml]
sliny - 0,254 - 3,770 [28]
sliny 23:00 —12:00 0,17-0,97 [64]
Sliny 8:00 0,979 — 8,301 (651
23:00 0,0906 — 1,0350
sliny 20:00 — 8:00 0,475 -3,170 [63]
sérum (celkovy) 20:00 — 8:00 55,6 —168.,4 [63]
sérum (celkovy) 8:30 — 10:00 12,905 — 397,440 [28]
sérum (celkovy) - 133,0-174,5 [33]
sérum (volny) 8:30 - 10:00 0,181 — 4,495 [28]
sérum (volny) 8:00 — 10:00 0,761 — 6,624 [69]
mo¢ rano 4,85 —32,68 [66]
mo¢ 8:00 — 10:00 37 [36]
mo¢ - 17,99 [33]
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1.4.3 Stanoveni kortizolu ve slinach

Sliny vznikaji v acinech slinnych Zlaz piestupem vody a elektrolytii z plazmy a sekreci proteint
(napf. mucinu) z bun¢k acintl, tim vznikaji primarni sliny, které maji podobné slozeni jako
plazma. Primérni sliny jsou déle upravovany ve slinnych vyvodech resorpci a sekreci iontt,
¢imz z nich vznikaji sekundarni sliny, které jsou vylu¢ovany do ustni dutiny. Slozeni slin se lisi
v zavislosti na slinné Zlaze, ve které vznikly. V piiuSnich zlazach vnikaji fidké sliny s nizkym
obsahem mucinu, sliny z pod¢elistnich zlaz obsahuji mucinu vice, sliny z podjazykovych zlaz
obsahuji nejvice mucinu a jsou nejhustsi. Na bazalni sekreci slin se nejvice podili podjazykové
zlazy, po stimulaci maji nejvétsi podil pfiusni zlazy. Bazalni produkce slin je piiblizné

0,5 ml/min, po stimulaci stoupa az na 4 ml/min. Za den vznika 0,5-1,5 I slin [20, 59, 60].

Kortizol ptechazi z krve do slin pasivni difuzi ptes buiiky acinti. Do slin ptechdzi z krve
pouze volny kortizol a mnozstvi kortizolu pieslého do slin nezdvisi na velikosti tvorby slin.
Koncentrace kortizolu ve slindch odrdzi zmény koncentrace kortizolu v krvi v ramci
cirkadidlniho rytmu. Koncentrace kortizolu ve slinach je mens$i nez v séru, proto méfeni
vyzaduje citlivéjsi metody, coz miize pusobit problémy pfti pouziti imunochemickych metod, u
kterych miize byt limit detekce vyssi, nez je nejnizsi fyziologickd koncentrace kortizolu ve
slinach. Ve slinnych Zlazach je navic pfitomna 11B-HSD typu 2, jejimz pisobenim je ve slinach
veétsi pomér kortizonu ke kortizolu nez v plazmé a ptfitomny kortizon mtze interferovat pti
imunochemickém stanoveni. MoZnym feSenim téchto nevyhod je pouziti hmotnostni

spektrometrie, ktera ma vyssi citlivost a specificitu [17-20].

Podle nékterych studii ma metoda odbé&ru slin vliv na stanoveni hladin kortizolu.
Nejcastéji se k odbéru slin pouzivaji tamponky (napt. Salivette, Obrazek 5), které se nechaji
nasaknout slinami. Odebrané sliny se z tamponki ziskavaji centrifugaci. Pouziti tamponkt
sniZuje viskozitu vzorku a zabranuje jeho kontaminaci pevnymi ¢asteckami. Podle nékterych
studii vede pouziti bavinénych tamponki k niz§im naméfenym hodnotdm kortizolu, proto je
vhodnéj$i pouzit tamponky ze syntetického materidlu. Dal§i moZnosti odebrani vzorku je
plivani nebo nechéni ztéct sliny do zkumavky. Nékdy je pfi odbéru tvorba slin stimulovana,
napt. kyselinou citronovou. Doporucuje se 0,5-2,0 h pted odbérem slin nejist, nepit (kromé
vody) a necistit si zuby a 10-15 min pfed odbérem vyplachnout tsta vodou. Vysledky stanoveni
muze ovlivnit také kontaminace slin krvi nebo koufeni pfed samotnym odbérem, vysledkem
jsou fale$n¢ vys$si hodnoty. Také kofein je povaZovan za latku faleSn¢ zvySujici hodnoty
kortizolu. Kortizol ma ve slindch vysokou stabilitu, ve vzorku uchovavan pii pokojové teploté

je stabilni n€kolik dni, pti 5 °C tii mésice a pii -20 °C minimalné 1 rok [17-20, 51, 58, 61].
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Obrézek 5. Souprava k odbéru slin Salivette [20]

1.4.4 Stanoveni kortizolu ve vlasech

Dal$im materidlem, ve kterém je mozné stanovit hladiny kortizolu jsou vlasy. V rostoucim
vlasu dochazi k difuzi a ukladani volného kortizolu. Mnozstvi kortizolu ve vlasu pak odpovida
jeho koncentraci v té€le béhem delSiho obdobi. Volbou analyzované ¢asti vlasu je mozné urcit
koncentraci kortizolu v daném c¢asovém obdobi. Povrch vlasi muize byt kontaminovan
kortizolem z potu a mazu, a pro odstranéni téchto interferenci je nutné vzorek proplachnout
napf. isopropanolem. Nasledné je vzorek rozmélnén a je provedena extrakce kortizolu, napt. do
methanolu. Kortizol ve vlasech je v porovndni s kortizolem v biologickych tekutinach
stabilnéj8i, tim padem muze byt vzorek skladovan dlouho dobu pii laboratorni teploté.
Nevyhodou stanoveni kortizolu ve vlasech je postupné snizovani mnozstvi kortizolu se
zvySujicim se stafim dané ¢asti vlasu. K degradaci kortizolu zde dochazi ztejmé vlivem UV
zafeni a mytim vlasi. MnoZstvi kortizolu mize byt ve vlasech ovlivnéno také riznymi

upravami vlast (napf. barvenim) [21, 22].
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1.5 Separacni techniky pro stanoveni kortizolu

1.5.1 Priprava vzorku

Pted chromatografickou analyzou ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) a v nékterych
ptfipadech také pted analyzou imunochemickymi metodami je kortizol extrahovan do
organického rozpoustédla, jako je napf. dichlormethan, ethylacetat, methyl-terc-butylether
(MTBE) a smés methyl-terc-butyletheru a hexanu. Kromé extrakce do kapaliny se provadi také
extrakce na SPE kolonkach s nepolarni stacionarni fazi (C8, C18). K promyti kolonky po
nadavkovani vzorku se pouziva voda s pfimési organického rozpoustédla (napft. s 5 nebo 20 %
methanolem). K eluci kortizolu z kolonky se pouziva Cisté organické rozpoustédlo (napf.
methanol nebo acetonitril). Extrakci metodou SPE je moZzné vyuzit také v on-line uspfadani na
pfedkoloné. Pouziti extrakce v off-line upotfadani prodluzuje analyzu a zvySuje jeji slozitost,
coz muze pusobit problémy pfi rutinni analyze. V on-line uspofddani je analyza rychlejsi,
dochdzi k mensim ztratdm analytu a vysledky mén¢€ zavisi na osobé provadéjici analyzu. Po
extrakci v off-line uspotfadani se organické rozpoustédlo odpaii pod proudem dusiku a odparek
se rozpusti nejcastéji v mobilni fazi v piipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) nebo v jiném organickém rozpoustédle pti vyuziti plynové chromatografie (GC). Pro
analyzu elektroforézou se odparek rozpusti v elektrolytu pouzitém pro méteni. Dal§im moznym
zpisobem piipravy vzorku k analyze je precipitace proteind a nésledna centrifugace vzorku.
Mezi pouzivana precipitacni ¢inidla patii organické rozpoustédla, jako je napt. acetonitril, dale
pak kyselina trichloroctova nebo anorganické soli (napf. siran zine¢naty). Precipitace proteini
je rychla metoda, ale vzorek je nafedén precipitatnim ¢inidlem, coz vede k poklesu citlivosti
méteni. Nekdy je vyuZivana také kombinace precipitace proteind a extrakénich technik. Pfi
analyze moci byl v n¢kterych ptipadech do chromatografu davkovan piimo zfedény vzorek, to

ale muze vést k znecisténi systému a snizeni zZivotnosti kolony [23-25, 27, 29].

Pti méfeni volného kortizolu v séru je potieba nejprve oddélit vazany kortizol. Jednou
z pouZzivanych technik je dialyza, ktera ale trva dlouho (az 24 h), navic béhem dialyzy mlze
dochazet ke zméndm ve vazb¢ kortizolu na proteiny. Dal$i moZnosti je ultrafiltrace, ta je
rychlejsi a podle jedné z praci je 1 spravnéjsi [69]. Pii gelové filtraci je vzorek aplikovan na
kolonu s gelem, volny kortizol je stacionarni fazi zadrZzovan na kolon¢ déle nez kortizol vazany
na proteinech (gelova permeacni chromatografie), nevyhodou této metody je spotieba velkého

mnozstvi vzorku [18].
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1.5.2 Kapalinova chromatografie s hmotnosti spektrometrii

Kortizol se nejcastéji stanovuje metodou HPLC v systému obracenych fazi. Jako stacionarni
faze slouzi predevsim C8 a C18 uhlovodikové zbytky nebo fenyl. Pti separaci na fenylové
stacionarni fazi se uplatituji n-n interakce stacionarni faze s aromatickym kruhem, ¢imz je
zvysena selektivita pro separaci kortizolu od latek s podobnou strukturou. K detekci kortizolu
se vyuziva nejcasteji hmotnostni spektrometrie. V kombinaci s ni se jako mobilni faze pouziva
smés voda/methanol nebo voda/acetonitril. Methanol je protické rozpoustédlo, a diky tomu
podporuje tvorbu iontt ([M+H]"). Jeho smés s vodou ma ale vyssi viskozitu, kvili tomu je
v kolon¢ generovan vyssi tlak, to mutize vést ke zkraceni Zivotnosti kolony. V pfipadé
acetonitrilu je tlak generovany v kolon¢ mensi, ale na druhou stranu acetonitril nepodporuje
tvorbu iontl, jelikoz se jednd o aprotické rozpoustédlo. Mobilni faze se proto obvykle
modifikuje pfidavkem dalSich latek, nejcastéji kyselinou mravenci (napt. 0,1 %). Jeji pridavek
podporuje ionizaci kortizolu, zvysuje citlivost stanoveni a zlepSuje tvar piku. Mechanismem je
v pozitivnim médu poskytovani protont pro tvorbu [M+H]" iontl, v negativnim modu tvorba
aduktu s kortizolem. Dale se pro modifikaci mobilni faze pouziva napf. octan amonny nebo
chlorid amonny, tyto latky také podporuji tvorbu iontid. Pro zlepSeni citlivosti detekce mtize byt
kortizol derivatizovan, napiiklad hydroxylaminem nebo 2-hydrazino-1-methylpyridinem

(HMP).

4

Nejcastéjsi ionizacni technikou je ionizace elektrosprejem (ESI). Obvykle se pracuje
v pozitivnim modu, nicméné ionizace v negativnim modu vedla v nékterych studiich ke
zlepseni poméru signalu k Sumu. Mechanismem, ktery se miize podilet na lepSich vysledcich
v negativnim mddu je tvorba aduktt latek pouzitych k modifikaci mobilni faze (napt. kyseliny
mravenci) s kortizolem. U technik chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) se méné uplatiuji vlivy matrice. Pouziti APCI
v nékterych studiich vedlo k narstu poméru signalu k Sumu. Kortizol se stanovuje vétSinou
tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS), kdy nejcastéji pouzivanym analyzatorem je
trojity kvadrupol, ktery pracuje v MRM modu. V pozitivnim modu je nejcastéji vyuZzivan
pfechod 363—121, ten ma nejvyssi citlivost a je vyuZzivan ke kvantifikaci, mize byt ale méné
selektivni. Déle jsou vyuzivany ptfechody 363—327 a 363—97, ty maji vyssi specificitu a jsou
vyuzivany k ovétfeni, Zze je méfen skute¢né kortizol. V negativnim moédu jsou obvykle
sledovany ionty a pfechody odpovidajici aduktu kortizolu s latkou pouzitou k modifikaci
mobilni faze. V nékterych piipadech byla pro detekci vyuzita kombinace kvadrupdlu a

analyzatoru doby letu (TOF), jeho vyhodou je zaznamenani celého hmotnostniho spektra, mtize
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mit ale nizsi citlivost. Ke kvantitativnimu stanoveni kortizolu se vyuziva metoda vnitfniho
standardu s vyuzitim stabilniho izotopicky (vétSinou deuteriem) znaceného kortizolu (napf.
9,11,12,12-d4 kortizol), ktery se pii chromatografické separaci a ionizaci chova stejné jako
kortizol. Jeho pouziti je vhodnéj$i nez pouziti strukturnich analogli kortizolu (napt. 6a-
methylprednisolon, flumethazon). Oproti nejcastéji vyuzivanému stanoveni kortizolu
imunochemickymi metodami ma stanoveni metodou HPLC-MS vyssi citlivost a specificitu a
vykazuje mensi rozdily ve vysledcich mezi riznymi laboratofemi. V diisledku vyssi specificity
jsou hladiny kortizolu stanovené HPLC-MS niz§i nez hladiny stanovené¢ imunochemicky.
V Tabulce 2 jsou srovnany limity detekce a kvantifikace pfi méfeni kortizolu riznymi

metodami [23-30].

Dal$i moznou metodou detekce je fluorescen¢ni. V tomto piipadé je nutné kortizol
derivatizaci preménit na fluoreskujici latku, napiiklad reakci s 9-antroylnitrilem nebo reakci
s kyselinou sirovou v ethanolu. Po derivatizaci se vzorek purifikuje, napiiklad extrakci na tuhé
fazi (C18). U mobilni faze (methanol, acetonitril) se upravuje pH na hodnotu cca 5 piidavkem
kyseliny fosfore¢né. Méfeni se provadi pti excitaéni vinoveé délce 360 nm, pficemz emitované
zateni ma 460 nm. Kortizol 1ze detekovat také méfenim absorpce UV zateni pii vinové délce
okolo 250 nm. Fluorescen¢ni a UV detekce ma v porovnani s MS detekci mensi citlivost a

v

specificitu, ale vyuziva dostupnéjsi instrumentaci [31-36].
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Tabulka 2. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pfi stanoveni kortizolu riznymi
metodami

Metoda Vzorek LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml] Zdroj
LC - MS/MS sliny 0,005 0,005 [27]
LC -MS/MS mo¢ - 1,015 [31]
LC - MS/MS sliny 0,020 0,100 [24]
LC - MS/MS sliny 0,002 0,005 [26]
LC-FLD mo¢ - 10,005 [31]
LC-UV mo¢ - 5,000 [35]
GC-MS mo¢ 7,300 - [39]
GC-MS mo¢ - 1,813 [68]
ECLIA sliny 0,544 1,088 [27]
Elektrochemicky imunosenzor sliny 1,700 - [50]
Elektrochemicky imunosenzor sliny 0,010 - [70]
EIA sliny 0,109 - [67]

Imunoanalyza se zna¢enim

“tHibrom sliny 0,500 - [47]
MEKC mo¢ 2,000 5,000 [41]

ECLIA, elektrochemiluminiscence; EIA, enzymova imunoanalyza; FLD, fluorescenéni
detekce; LC, kapalinova chromatografie; GC, plynova chromatografie; MS, hmotnostni
spektrometrie; MEKC, micelarni elektrokineticka chromatografie.

1.5.3 Plynova chromatografie

Dalsi technikou, kterd je vyuzivana pro stanoveni hladin kortizolu je plynova chromatografie
s hmotnostni detekci. Kortizol se pied analyzou derivatizuje pro zvySeni jeho tékavosti a
tepelné stability. Mezi pouzivana derivatizacni cinidla patfi anhydrid heptafluorméselné
kyseliny (HFBA) a derivaty trimethylsilanu, kdy derivatizace Casto probihd v bezvodém
prostfedi. Kortizol mliZze byt méfen 1 bez derivatizace, to ale vede pii opakovaném meéteni ke
kontaminaci kolony. Kortizol nebo derivat kortizolu je pfed GC analyzou extrahovan,
organické rozpoustédlo odpareno v atmosféfe dusiku a odparek rekonstituovan ve vhodném
organickém rozpoustédle. Pii vyuziti MS jako detektoru, se k ionizaci kortizolu (derivatu
kortizolu) vétSinou pouziva elektronova ionizace (EI), pfipadné pro dosazeni vyssi citlivosti je
mozné vyuzit chemickou ionizaci. Ke kvantifikaci kortizolu se pouZiva vnitini standard,
vetsinou se jednéd o deuterovany kortizol. Stanoveni kortizolu GC-MS mé vysokou citlivost a

specificitu, Casto se pouziva i jako referen¢ni metoda. Nevyhodou této metody je jeji sloZitost
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a Casova naroc¢nost diky dlouhé piiprave vzorku, jelikoz derivatizace miize trvat i nékolik hodin.

Kwvili tomu se tato metoda nehodi pro rutinni méteni [37-40].

1.5.4 Elektromigracni techniky

Jednou z dalSich technik pouzivanych pro stanoveni kortizolu je micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC). Analyza se provadi obvykle v boratovém pufru o pH asi 9, nebot’
migracni Cas kortizolu je pii vy$$im pH kratsi. V nékterych studiich zabyvajicich se analyzou
steroidit metodou MEKC se do pracovniho elektrolytu pro zvySeni rozliSeni ptidava organické
rozpoustédlo (napf. methanol). Pfidavek methanolu ale zvySuje migracni Casy a miize vést k
zhorSeni separace kortizolu. K tvorbé micel se nejcastéji pouziva dodecylsiran sodny (SDS).
Pro zvySeni t¢innosti separace se k tvorbé micel mohou pouzit polymerni latky spoleéné s SDS.
Kortizol je detekovan nejcastéji spektrofotometricky pti 254 nm. Elektromigraéni techniky jsou
vyuzivany také ve spojeni s imunochemickymi metodami. Jednou z téchto metod je separace
komplexu protilatky s kortizolem elektroforézou na cipu, k detekci slouzi napt. laserem

indukovana fluorescence [41-46].

1.5.5 Imunochemické metody

Kortizol se vdne$sni dobé stanovuje nejcastéji imunochemickymi metodami.
Z imunochemickych metod je nejvhodnéjsi metodou ELISA (z angl. enzyme-linked
immunosorbent assay), kterd byva pouzivéna i jako referen¢ni metoda pro stanoveni kortizolu.
Analyza touto metodou ale trva delsi dobu a vyzaduje vétsi objemy vzorkt a ¢inidel. Mezi dalsi
metody se znaCenim patii elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza (ECLIA) a
radioimunoanalyza (RIA), nevyhodou RIA metody je nutnost prace s radioaktivnim
materidlem. Vzhledem k malé velikosti molekuly kortizolu ma protilatka pouze jedno vazebné
misto pro kortizol, coz ztézuje praci v sendviCovém uspotadani, a proto se kortizol obvykle
stanovuje v kompetitivnim uspofaddani. Méfeni imunochemickymi metodami pracujicimi se
znaCenymi reaktanty vyZaduje vétsi pocet kroki, analyza se vSak da zjednoduSit pouZitim
imunochemickych metod bez znaeni reaktantl. Jednou ztéchto metod je povrchova
plasmonovéa rezonance (SPR). Tato metoda vyuZziva zménu optickych vlastnosti substratu po
navazani kortizolu na protilatku ukotvenou na povrchu substratu nebo po navazani protilatky
proti kortizolu na analog kortizolu na povrchu substratu. Analyzou SPR byly dosazeny limity
detekce srovnatelné s HPLC-MS/MS. DalSim zpiisobem stanoveni kortizolu ve vazb& na
substrat je pouziti elektrochemickych metod, vazba kortizolu na substrat méni jeho elektrické

vlastnosti. Elektrochemicka detekce mtize byt pouzita také u metod se znacenim, kdy reakce
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enzymu pouzitého jako znacka se substratem vede ke zméné elektrickych vlastnosti substratu.
Detekce se Casto provadi voltametricky, s vyuzitim cyklické, diferenéné pulsni nebo square-
wave voltametrie. Dale se pouzivaji také amperometrick¢é metody nebo elektrochemicka
impedancni spektroskopie. Elektrochemické imunosenzory maji vysokou citlivost a nizké
limity detekce. Imunochemické metody stanoveni kortizolu jsou v porovnani s chromatografii
jednodusi a snaze dostupné, daji se snadno automatizovat. Nevyhodou imunochemickych
metod je nizsi citlivost a specificita v diisledku zktizenych reakci protilatek. Dalsi nevyhodou
je mala shoda vysledkii zmétenych riznymi laboratofemi, tudiz tyto vysledky nelze pfimo

srovnavat [46-51]

1.5.6 DalSi techniky pro stanoveni kortizolu

Jednou z dalSich technik vyuzivanych pro stanoveni kortizolu je analyza s vyuzitim aptameri
(synteticky vytvofené oligonukleotidy DNA nebo RNA, které se specificky vazi na cilovou
molekulu) namisto protilatek. Vyhodou pouziti aptamerd v porovnani s protildtkami je jejich
niz8i cena, vysoka stabilita a snadnéj$i prace s nimi. K detekci se u aptamert pouzivaji stejné
metody jako v ptipadé protilatek. Dal§i moznosti je stanoveni kortizolu senzory vytvorenymi
molekularnim imprintingem. V tomto piipad¢ je vytvofen polymer z monomert s navazanym
analytem. Poté je analyt z vysledného polymeru vymyt, pfi¢emz po ném zlstanou dutiny
odpovidajici tvarem a velikosti danému analytu, ktery se do nich pfi samotné analyze specificky
vaze. Senzory vytvofené molekularnim imprintingem jsou stabilni a levné. K detekci se
pouzivaji napiiklad elektrochemické senzory nebo fluorescencni znaceni. Kortizol lze
stanovovat také Ramanovou spektrometrii. Kviili malé intenzit¢ Ramanova rozptylu se kortizol
méii povrchem zesilenou Ramanovou spektrometrii (SERS). U ni se analyt vdze na

nanostrukturovany kovovy povrch, coZ vede k zesileni signalu. K vazbé kortizolu na kovovy

povrch se vyuzivaji napiiklad protilatky [52-57].
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Vzorky

Vzorky slin byly ziskany od dobrovolnych dérct (18 Zen, 20 muzi, rozmezi véku darct bylo
15-76 let, primérny veék 47 let) plivanim do polypropylenovych zkumavek. VSichni dobrovolni
darci byli doptedu informovani o pribe¢hu a ucelu celé studie a poskytli pisemny informovany
souhlas s GCasti ve studii. Dobrovolnici byli instruovani, Ze minimaln¢ 30 min pfed odbérem
nemaji jist, nic pit (krom¢ vody), koufit a asi 5 min pfed odbérem si maji vyplachnout usta
vodou. Od kazd¢é osoby bylo odebrano ptiblizn€ 1,5 ml slin. Pro otestovani vlivu fyzické zatéze
na hladinu kortizolu byl od Sesti dobrovolnikd (3 muzi a 3 zeny) odebran vzorek slin, poté
kazdy dobrovolnik absolvoval 30 min jizdy na rotopedu, a byl od n¢j odebran vzorek ihned po
zatézi a 1 h po skonceni zatéZe. Pro urCeni analytickych parametrt metody bylo od 4 osob
odebrano dohromady cca 70 ml slin, a od 3 z téchto osob v jiném tydnu cca 20 ml slin. Odebrané
sliny byly nasledné smichany. Odebrané vzorky slin byly do doby analyzy skladovany
v mraznicce pii -20 °C.

2.2 Pristroje, pomicky

Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

Pumpy LC-20AD

Odplynovac mobilni faze DGU-20A

Autosampler SIL-20AC

Termostat kolony CTO-40A

Ridici jednotka CBM-20A
Hmotnostni spektrometr LCMS 8045 (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)
Software LC Solution (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)
Analyticka kolona Discovery® C18 (150 x 4.6 mm; 5 pm). (Supleco, Bellefonte, PA, USA)
Ptedkolona Discovery® C18 (5 x 4.6 mm; 5 um). (Supleco, Bellefonte, PA, USA)
Ttepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Centrifuga Sorvall TC6 (Sorvall Instruments, Newtown, CT, USA)
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Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Zatizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)
Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Nylonové filtry, porozita 0,2 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Odparovaci zatizeni Reacti-EVAP, model TS-18825 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA)

Ultrazvukova lazen Ecoson (Ecoson, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)
Chladnicka s mraznickou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Automatické pipety Biohit (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)

Polypropylenové zkumavky

Mikrozkumavky typu Eppendorf, 1,5 ml (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Sklenéné zkumavky, gumové zatky

Kadinky, odmérné valce

Sklenéné vialky se $roubovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Sklenéné inserty do vialek (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

2.3 Chemikalie

Deionizovana voda (H20), Mr 18, G = 0,055 uS

Methanol (CH40), Mr 32,04 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Acetonitril (CoH3N), Mr 41,05 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci (CH20,), Mr 46,03 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Ethylacetat (C4HsO>), Mr 88,11 (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Butanol (C4H100), Mr 74,12 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Methyl-terc-butylether (MTBE, CsH120), Mr 88,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Hexan (C¢Hi12), Mr 86,18 (Merck, Darmstadt, Némecko)
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Analyticky standard kortizolu (C21H300s, 1 mg/ml, v methanolu) Mr 362,5 (Sigma Aldrich,

Steinheim, Némecko)

Vnitini standard, deuterovany kortizol (9, 11, 12, 12-D4 kortizol, 100 pg/ml, v methanolu) Mr
366,5 (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.4 Roztoky

Mobilni faze A (voda s 0.1 % kyselinou mravenci)

K 500 ml deionizované vody bylo ptidano 500 pl kyseliny mravenci a roztok byl odvzdusnén

v ultrazvukové lazni.

Mobilni faze B (methanol s 0,1 % kyselinou mravenci)

K 500 ml methanolu bylo pfiddno 500 pl kyseliny mravenci, ziskany roztok byl zfiltrovan a

odvzdus$nén v ultrazvukové 1azni.

Mobilni faze C (acetonitril s 0.1 % kyselinou mravendi)

K 500 ml acetonitrilu bylo ptidano 500 pl kyseliny mravenci, pfipraveny roztok byl zfiltrovan

a odvzdus$nén v ultrazvukové lazni.

Smés methanol/voda (1:1., v/v)

Smés byla ptipravena smichdnim 100 ml deionizované vody a 100 ml methanolu.

Smés butanol/ethylacetat (1:1, v/v)

Smés byla ptfipravena smichdnim 5 ml ethylacetatu a 5 ml butanolu.

Smés MTBE a hexanu (8:2, v/v)

Smés byla pfipravena smichanim 2 ml hexanu a 8 ml MTBE.

Pracovni roztok standardu kortizolu I (10 pg/ml)

Pracovni roztok byl pfipraven natedénim 10 pl roztoku kortizolu (1 mg/ml) 990 pl methanolu.

Pracovni roztok standardu kortizolu II (2,5 ne/ml)

Pracovni roztok byl pfipraven natedénim 250 pl pracovniho roztoku standardu kortizolu I (10

pug/ml) 750 pl methanolu.

Pracovni roztok vnitiniho standardu I (1 pg/ml)
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Pracovni roztok byl pfipraven nafedénim 10 pl roztoku vnitiniho standardu (100 pg/ml) 990 pul

methanolu.

Pracovni roztok vnitiniho standardu II (100 ng/ml)

Pracovni roztok byl pfipraven nafedénim 100 ul pracovniho roztoku vnitfniho standardu I
(1 pg/ml) 900 pul methanolu.
2.5 Pracovni postup

2.5.1 Priprava vzorkii slin k analyze

Kazdy vzorek byl nechan rozmrznout pfi laboratorni teploté, odstfedén pii 2700 x g po dobu 5
min a 750 pl supernatantu bylo pfeneseno do ¢isté zkumavky. K 750 pl slin bylo pfidano 20 ul
pracovniho roztoku vnitiniho standardu II (100 ng/ml) a 3 ml ethylacetatu. Obsah zkumavky
byl tfepan na tfepacce po dobu 5 min a poté odstfedén (2000 x g, 5 min). Do ¢isté zkumavky
byla pfenesena organické faze a odpaiena pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 75 ul

smési methanol/voda (1:1, v/v), smés pfenesena do insertu vialky a analyzovana.

2.5.2 Parametry kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Kortizol byl separovan na koloné s véazanou reverzni fazi (C18). Kionizaci byl pouzit
elektrosprej v pozitivnim modu a jako hmotnostni analyzator byl pouZzivéan trojity kvadrupol
pracujici v MRM moddu. Optimalizované parametry MRM mddu, pfi kterém probihalo méfeni

jsou uvedeny v Tabulce 3.
Parametry HPLC-ESI-MS/MS:
Doba analyzy: 9 min
Mobilni taze A: voda s 0,1 % kyselinou mravenci
Mobilni faze B: methanol s 0,1 % kyselinou mravenci
Gradient: 0,01l min—50% B

5,00 min — 100 % B

6,00 min — 100 % B

6,01 min—50% B

9,00 min — STOP
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Teplota kolony: 40 °C

Pratok mobilni faze: 0,7 ml/min

Dévkovany objem: 10 pl

Loop time: 0,2 s

Prttok zmlzovaciho plynu: 2 I/min

Pratok susSiciho a vyhiivaciho plynu: 10 I/min
Teplota interface: 300 °C

DL teplota: 250 °C

Teplota vyhtivaciho bloku: 400 °C

Tabulka 3. Optimalizované parametry MS

Prekurzor Produkt Dwelltime CE Qi prebias Q3 pre bias

Analyt
[m/z] [m/z] [ms] [VI VI [V]
Kortizol (1) 363,3 121,15 30 -24 -17 -13
Kortizol (2) 363,3 105,15 30 -50 -13 -21
Kortizol (2) 363,3 309,25 30 -18 -17 -22
IS 367,3 121,2 97 -27 -13 -13

CE, kolizni energie; IS, vnitini standard; Q, pre bias, usmériiovaci napéti na kvadrupolech; 1,

kvantifikator; 2, kvalifikator.

2.5.3 Kalibrace

Redénim pracovniho roztoku standardu kortizolu IT (2500 ng/ml) methanolem byly pFipraveny
standardy s rtiznou koncentraci kortizolu (Tabulka 4). K 730 pl slin bylo pfiddno 20 nl
ptipravenych standarda kortizolu, ¢imz byly ziskany vzorky slin s koncentraci kortizolu
uvedenou v Tabulce 4. Dale bylo k 730 pl slin pfidano 20 pl methanolu, ¢imz byl pfipraven
kalibra¢ni roztok odpovidajici nulové koncentraci kortizolu. Ke kazdému vzorku slin bylo
pfidano 20 pl roztoku vnitiniho standardu II (100 ng/ml), vzorky byly dale zpracovany stejné

jako v ¢asti 2.5.1.
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Tabulka 4. Ptiprava standardl pro konstrukei kalibra¢ni kiivky

Koncentrace Objem pracovniho
Koncentrace Objem methanolu

kortizolu ve slinach roztoku kortizolu

standardu [ng/ml] [ul]
[ng/ml] (2500 ng/ml) [pl]
0,67 25 10 990
1,33 50 10 490
2,67 100 10 240
6,67 250 10 90
13,33 500 10 40
26,67 1000 20 30
66,67 2500 20 0

Koncentrace kortizolu ve slinach je koncentrace ziskana po ptidavku 20 ul standardu k 730 pl
slin.

2.5.4 Vybér vhodného extrakéniho Cinidla

Testovanymi extrakénimi ¢inidly byl butanol, smés butanol/ethylacetat (1:1, v/v), ethylacetat,
MBTE a smés MBTE/hexan (8:2, v/v). K 1 ml slin bylo pfidano 20 pl pracovniho roztoku
vnitiniho standardu II (100 ng/ml) a 3 ml extrakéniho ¢inidla. Obsah zkumavky byl tfepan po
dobu 5 min, odstiedén (2000 x g, 5 min), horni organicka vrstva pfenesena do ¢isté¢ zkumavky
a odpatena pod proudem dusiku, odparek rozpustén ve 100 pl smési methanol/voda (1:1, v/v) a

smés pienesena do insertu vialky a analyzovana. Vzorky byly zpracovany v triplikatu.

2.5.5 Optimalizace po¢tu extrakei

K I ml slin bylo pfidano 20 pl pracovniho roztoku vnitfniho standardu II (100 ng/ml) a 3 ml
ethylacetatu. Obsah zkumavky byl tfepan po dobu 5 min, odstfedén (2000 x g, 5 min) a horni
organicka vrstva pfenesena do Cisté zkumavky. Ke zbytku byly pfidany 3 ml ethylacetatu a
postupovano stejné. Timto zplsobem byla provedena dvou, tii a Ctyfndsobna extrakce

kortizolu. Vzorky byly zpracovany v triplikatu.

2.5.6 Analytické parametry metody
Vzorky slin pro urceni analytickych parametrti metody byly rozmrazeny pfti laboratorni teplotg,

odstfedény (2700 x g, 5 min) a ziskané supernatanty spojeny.
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2.5.6.1 Piesnost metody

Ptesnost metody v sérii byla urCena opakovanym (5x) méfenim stejného vzorku za stejnych
podminek. Piesnost byla urena na vzorku slin s koncentraci kortizolu odpovidajici
referenénim hodnotdm a na vzorcich slin s ptidavkem kortizolu o jeho vysledné koncentraci
vy$$i nez referencni hodnoty. Kvili tomu, Ze nebyly k dispozici sliny s koncentraci kortizolu
niz$i nez referencni hodnoty, byla pfesnost pii této koncentraci uréena na roztoku standardu

cvwr

postup byl proveden dvakrat ve dvou riznych dnech pro ureni pfesnosti mezi sériemi.

Mira pfesnosti v sérii je udana variacnim koeficientem (CV), ktery se vypocita podle vztahi:

. jZ(xi - AVGY?

n—1

SD

kde SD je smérodatna odchyka, AVG aritmeticky primér, x; naméfend hodnota, n celkovy

pocet méfeni.
2.5.6.2 Vytéznost metody a ufinky matrice

Pro urceni vytéznosti metody byly fedénim pracovniho roztoku vnitiniho standardu I (1000
ng/ml) methanolem pfipraveny roztoky IS o koncentraci 50 a 250 ng/ml. K 750 ml slin bylo
ptidano 20 pul roztoku IS o koncentraci 50, 250 a 1000 ng/ml, ¢imZ byly ziskany roztoky IS ve
slinach o vysledné koncentraci 1, 5 a 20 ng/ml. Ke vzorklim byly pfidany 3 ml ethylacetatu a
byly dale zpracovany stejn¢ jako v ¢asti 2.5.1. Dale bylo do tii Ccistych zkumavek
napipetovano 750 ul slin, byly pfidany 3 ml ethylacetatu a byla provedena extrakce stejné jako
v ¢asti 2.5.1. Po extrakci bylo k odebrané organické fazi piidano 20 pl roztoku IS o koncentraci
50, 250 a 1000 ng/ml, vzorky byly dale zpracovany stejné jako v ¢asti 2.5.1. VSechny vzorky
byly zpracovéany v triplikatu. Pro jednotlivé trojice vzorkll byly zprimérovany plochy pika
vnitiniho standardu a byla spocitana vytéznost (R) podle vztahu:

Apf'ed .

R[%] ==

100
po

kde Apred je plocha piku IS ptidaného pied extrakci, Apo plocha piku IS pfidaného po extrakci.
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Pro otestovani G¢inkli matrice byly pouzity plochy pika IS pfidané¢ho ke slindm po
extrakci. Dale bylo do dvou Cistych zkumavek napipetovano 750 pl slin od jinych dobrovolniki
nez pro vytéznost, byly pfidany 3 ml ethylacetatu a provedena extrakce stejné jako v ¢asti 2.5.1.
Po extrakci bylo k odebrané organické fazi piidano 20 ul roztoku IS o koncentraci 50 a 1000
ng/ml, a vzorky byly ddle zpracovany stejn¢ jako v ¢asti 2.5.1. Dale bylo do ¢istych zkumavek
napipetovano 20 pl roztoku IS o koncentraci 50, 250 a 1000 ng/ml (vzorky IS v Cistém
rozpoustédle), roztoky byly odpatfeny pod proudem dusiku a dale zpracovany jako v ¢asti 2.5.1.
Vsechny vzorky byly zpracovany v triplikatu. Pro kazdou trojici vzorkl byla zprimérovana

plocha pikl vnitiniho standardu a byly spocitany matricové efekty podle vztahu:

o Ay,
Matricové efekty [%] = o 100
IS

kde Ay, je plocha piku IS ve slinach, Ais plocha piku IS v ¢istém rozpoustédle.
2.5.6.3 Linearita

Linearita, mez detekce a stanovitelnosti byly ur€eny z dat ziskanych z kalibra¢nich piimek.
Mez detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitany podle vztaht:

3,35,

LOD =
b

10- S,
b

LOQ =
kde S. je smérodatna odchylka interceptu, b primérna smérnice.

2.5.7 Zpracovani vysledkii

K vyhodnoceni zdznamt a zpracovani vysledkd byly pouzity programy LabSolutions

(Shimadzu, Kjéto, Japonsko), Statistica 12 (StatSoft CR s.r.o., Praha, CR) a MS Excel.
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3 Vysledky a diskuze

Kortizol byva bézné stanovovan v séru, coz ma fadu nevyhod, mezi néz patii nutnost
invazivniho odbéru krve a ze hladina celkového kortizolu v séru zavisi na mnozstvi vazebnych
proteinli a nemusi tedy odrazet biologicky ucinek kortizolu. Stanoveni volného kortizolu je
v rutinni praxi obtizné kvili ¢asoveé narocnému odstranéni vdzaného kortizolu. Odbér slin je
neinvazivni a nemusi ho provadét vyskoleny personal. Oproti jinym biologickym vzorkiim
(napf. moci) odrazi hladina kortizolu ve slinach biologicky uc¢innou formu [17-19].
Imunochemické metody pouzivané pro stanoveni kortizolu v séru nejsou pro analyzu ve slindch
dostate¢né citlivé, jelikoz koncentrace kortizolu ve slindch je asi 100x niz$i nez koncentrace
celkového kortizolu v séru (Tabulka 1). Pro stanoveni kortizolu ve slinach je tak zapotiebi vice

citliva a specifickd metoda, jako je naptiklad HPLC-MS/MS [17-19].

K odbéru slin jsme zvolili plivani do zkumavek. Tato metoda je levna a dostupna
v porovnani s pouzitim rtiznych odbérovych zatfizeni a je pfi ni také mensi riziko interferenci
[20]. Aby se snizila viskozita slin, je nutné vzorek zmrazit a poté rozmrazit. Kortizol jsme
extrahovali metodou LLE, kterd je jednodu$si a finanéné méné néaro¢nd nez SPE [23].
Pro analyzu jsme pouzivali 750 ul vzorku slin, pfi tomto objemu byla metoda dostatecné citliva,

ve vSech vzorcich slin byl kortizol kvantifikovan.

3.1 Optimalizace kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie

Jako mobilni faze byla testovana smés vody s methanolem nebo acetonitrilem v izokratickych
podminkach (50 % organického rozpoustédla) a pti pouziti gradientu. Pro optimalizaci sloZeni
mobilni faze, pti které by byly kortizol a vnitini standard dostate¢né separovany v co nejkratSim
Case a s co nejvyssi intenzitou signalu byly pouzity smésny roztok standardu kortizolu a IS (10
ng/ml) a vzorek slin. Pfi pouZiti acetonitrilu jako mobilni faze byla intenzita pika kortizolu a IS
asi 10x nizsi neZ v piipad¢€ pouziti methanolu (Ptiloha 1 a 2) a kortizol v koncentracich béZnych
pro sliny nebyl detegovan. Z tohoto diivodu byl jako organicky modifikator nadale pouzivan
jen methanol. Jako aditivum, které podporuje ionizaci kortizolu, jsme pouzivali kyselinu
mravenci (0,1%) [23]. Vzhledem k nepolarni povaze kortizolu byla pro jeho separaci zvolena
kolona s vdzanou reverzni fazi (C18). Pro dosazeni optimalni separace v co nejkratSim Case
byly testovany jak izokraticka (methanol/voda 1:1, v/v), tak gradientova eluce. NejlepSich
vysledkl bylo dosazeno s mobilni fazi a gradientovou eluci popsané v ¢asti 2.5.2. Dale byl

optimalizovan davkovany objem vzorku, tak aby byla ziskana co nejvyssi intenzita piki.
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Stejné jako ve vétsing jinych praci [25-27], i zde byla pouZita ionizace elektrosprejem a
detekce iontl trojitym kvadrupolem pracujicim v MRM modu. Pfi optimalizaci podminek
hmotnostni spektrometrie byla testovdna ionizace v pozitivnim i1 negativnim médu analyzou
roztoku kortizolu a deuterované¢ho kortizolu v acetonitrilu v rezimu SCAN. Pfi pouziti
negativniho modu byl nékterymi autory dosazen lepsi pomér signalu k Sumu [23, 63], my jsme
v negativnim moddu analyticky signal nezaznamenali, a proto jsme nadale pracovali
v pozitivnim moédu. Softwarem byly optimalizovany MRM ptechody, které byly dale
pouzivany k analyze kortizolu a vnitiniho standardu (Tabulka 3, kapitola 2.5.2). VétSina
ziskanych prechodtl se shoduje s pfechody pouzitymi jinymi autory [25, 29]. V nékterych
pracich byl ale vyuzit jiny vedlejsi MRM piechod [24, 74]. Softwarem byla pro kazdy pfechod
také optimalizovana kolizni energie a usmériiovaci napéti na obou kvadrupodlech,

optimalizované hodnoty jsou uvedeny v kapitole 2.5.2 v Tabulce 3.

3.2 Vybér vhodného extrakéniho ¢inidla

Bézné pouzivanymi Cinidly pro extrakci kortizolu ze slin jsou MTBE [25], smés MTBE a
hexanu [29], smés ethylacetatu a butanolu [74] a dichlormethan [63]. My jsme pro testovani
nejvhodnéjsiho extrakéniho €inidla zvolili MTBE, smés MTBE a hexanu (8:2, v/v), ethylacetat,
smés ethylacetatu a butanolu (1:1, v/v) a butanol. V Grafu 1 je znazornén pomér ploch pikt
kortizolu a vnitiniho standardu pii extrakci riznymi €inidly, nejlepSich vysledka bylo dosazeno

pfi extrakci ethylacetdtem. Smés ethylacetatu a butanolu poskytovala nereprodukovatelné

vysledky.
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Graf 1. Porovnéni extrakénich ¢inidel; MTBE, methyl-terc-butylether
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3.3 Optimalizace poctu extrakeci

Bylo zjistovano, zda vicenasobna extrakce povede k zvyseni signalu pro kortizol a vnitini
standard. V Grafu 2 je zobrazena zavislost relativni plochy piku kortizolu a vnitiniho standardu
na poctu extrakci. Pfi pouziti vicenasobné extrakce nedoslo k vyznamnému zvyseni signalu pro

kortizol a IS, a proto byla nadale pouzivana pouze jednonasobna extrakce.

—o—Kortizol Vnitini standard

__101

= 100
99 '/\
s 98

97
96
95
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91

%

Relativni plocha piku

0 1 2 3 4 5
Pocet extrakci

Graf 2. Zavislost relativni plochy piku kortizolu a vnitfniho standardu na poctu extrakci

3.4 Analytické parametry metody
3.4.1 Presnost metody

V Tabulce 5 jsou uvedeny variacni koeficienty pfesnosti stanoveni kortizolu ve vzorcich slin
s riiznou koncentraci kortizolu. Pfesnost metody byla ur¢ena v rdmci jednoho dne a mezi dvéma
dny. Pro urceni pfesnosti mezi dny byla pro kazdy den spocitina primérnad koncentrace

kortizolu, a z téchto hodnot byly vypocitdny hodnoty uvedené v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Pfesnost stanoveni kortizolu

AVG [ng/ml] SD [ng/ml] CV [%l]

V jednom dni

0,87 0,059 6,8

2,11 0,065 3,1

5,99 0,239 4,0

27,66 0,945 3.4
Ve dvou dnech

0,81 0,053 6,5

1,93 0,187 9,7

6,10 0,112 1,8

25,20 2,463 9,8

AVG, primér; SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient

3.4.2 VytéZnost metody a uc¢inky matrice

K uréeni vytéznosti a ucinku matrice je nejéastéji pouzivan pridavek kortizolu do vzorku slin
[29, 63]. Nelze ale jednoduse ziskat vzorek slin bez ptitomnosti kortizolu, proto jsme k urceni
ucinku matrice a vytéznosti pouzili piidavek vnitiniho standardu (deuterovany kortizol), ktery
se ve slindch nevyskytuje a chova se pfi stanoveni stejné jako kortizol. Uginky matrice byly
urceny stejnym zpusobem jako v jedné z publikovanych praci [28]. V Tabulce 6 jsou uvedeny
hodnoty vytéznosti a u€inky matrice pro rizné koncentrace kortizolu ve vzorku, G¢inky matrice

byly uréeny pro dva rizné vzorky slin (od rtiznych dobrovolnikit).

Tabulka 6. VytéZnost metody a ucinky matrice pfi stanoveni kortizolu

Koncentrace Udinky matrice U¢inky matrice
Vytéznost [%o]
[ng/ml] (vzorek 1) [%] (vzorek 2) [%]
1 98,4 96,4 98,8
5 101,3 103,7 -
20 94,4 109,1 99,9
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3.4.3 Linearita

V Tabulce 7 jsou uvedena data 5 kalibracnich kiivek pro stanoveni kortizolu. V pftiloze 3 a 4
jsou chromatografické zaznamy kalibracnich standardi kortizolu ve vodé a vzorku slin.
Hodnoty meze detekce a stanovitelnosti jsou v porovndni s jinymi autory zabyvajicimi se
stanovenim kortizolu ve slindich metodou HPLC-MS/MS vétSinou horsi (kapitola 1.5.2,

Tabulka 2).

Tabulka 7. Data péti kalibracnich kiivek pro stanoveni kortizolu ve slinach

Sa [ng/ml] b R? LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]
0,0134 0,4527 0,9996 0,10 0,29

Sa, smérodatna odchylka interceptu; b, priimérna smérnice; R?; priimérna hodnota korela¢nich

koeficientii; LOD, mez detekce; LOQ, mez stanovitelnosti

3.5 Stanoveni kortizolu ve vzorcich slin

Od dobrovolnikt bylo ziskano 38 vzorki slin, vzorky byly analyzovany postupem uvedenym
v ¢asti 2.5.1. V Tabulce 8 jsou uvedeny vysledky stanoveni kortizolu ve vzorcich slin
dobrovolnych darct. Charakteristika jednotlivych vzorkli a jim odpovidajici koncentrace
kortizolu jsou uvedeny v ptiloze 6. V pfiloze 5 je chromatogram redlné¢ho vzorku slin. t-Testem
byly testovany rozdily v koncentraci kortizolu u muzi a Zen, z vysledka vypliva, ze koncentrace
kortizolu se u muzli a zen vyznamné nelisi (p = 0,592). Dale byla zji§tovana zavislost hladin
kortizolu na v€ku dobrovolnych darcl. Zavislost hladiny kortizolu ve vzorcich slin na véku
dobrovolnych darcii nebyla statisticky vyznamna (R = 0,173, p =0,298), coZ je v souladu s
neékterymi literdrnimi adaji [24, 64], ale ve dvou studiich byla nalezena vyssi hladina kortizolu
v noci (23:00 [65], 24:00 [75]) u osob nad 70 let [65] a nad 50 let [75], tyto vysledky ale nelze

s nasimi vysledky pfimo srovnavat, protoze jsme nestandardizovali dobu odbéru vzork.

Tabulka 8. Hladiny kortizolu ve vzorcich slin dobrovolnych darct

Vzorky IQR [ng/ml] Median [ng/ml]
Vsechny 1,21 0,98

Muzi 0,87 0,98

Zeny 1,41 1,00

IQR, mezikvartilovy rozptyl
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3.6 Vliv fyzické zatéZe na hladinu kortizolu ve slinach

Pro testovani vlivu fyzické zatéze na hladinu kortizolu ve slinach, bylo 6 dobrovolnikt
vystaveno fyzické zatézi (jizda na rotopedu po dobu 30 minut). Zptisob odbéru slin a zpracovani
vzorku slin jsou uvedeny v experimentalni casti. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tabulce 9. U
tf1 dobrovolniki vysledky ukazuji nartist hladiny kortizolu po zatézi a jeji opetovny pokles 1 h
po zatézi, coz odpovida vysledkim jinych studii [72, 73]. U dalsich tfi dobrovolnikii nebyla
béhem zatéze zaznamenana znatelnd zména hladiny kortizolu. Divody mohou byt rizné, rizna
trénovanost jedinct, ucinek stresu a jiné. Je zapotiebi zat¢z standardizovat a presné definovat.
Navic soubor poctu dobrovolnikti je velmi maly, a proto nelze d€lat zadné zavéry. Autofi, ktefi
se zabyvali vlivem fyzické zatéze na hladinu kortizolu ve slinach, definovali zatéz z predem

stanovené vykonnosti, vyjadienou hodnotou VO2zmax (maximalni spotieba kysliku) [72, 73].

Tabulka 9. Vliv fyzické zatéze na hladinu kortizolu

Koncentrace kortizolu [ng/ml]

Dobrovolnik # Pied zatézi Hned po zatézi 1 h po zatézi
1 0,86 2,92 1,29
2 1,42 0,89 1,40
3 0,92 1,26 0,94
4 1,92 1,00 0,53
5 2,44 2,33 1,24
6 0,84 1,42 1,15
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4 Zavér

Cilem této prace bylo zavést a validovat metodu pro stanoveni hladin kortizolu ve vzorcich slin
technikou HPLC-MS/MS. Kortizol spole¢né s deuterovanym kortizolem (vnitini standard) byly
ze vzorku slin extrahovany ethylacetaitem. Kortizol a vnitini standard byly separovany na
kolon¢ s vazanou reverzni fazi (C18) gradientovou eluci s mobilni fazi voda/methanol
obsahujici 0,1 % kyselinu mravenc¢i. Kortizol a wvnitini standard byly ionizovany
elektrosprejem a ionty analyzovany trojitym kvadrupoélem v médu MRM. Pouzitelnost metody
v klinické praxi byla ovéfena stanovenim hladin kortizolu ve vzorcich slin 38 dobrovolnych
darcti. Vysledky naznacuji, Ze metoda je vhodnd pro stanoveni koncentrace kortizolu ve
vzorcich slin lidi a naméfené koncentrace jsou porovnatelné s koncentracemi uvadénymi jinymi
autory. Metodu jsme také pouzili pro monitorovani hladin kortizolu béhem fyzické zatéze, coz
je hlavni aplika¢ni oblast ndmi vyvinuté metody. Odbér vzorku slin je neinvazivni a Ize ho
opakovat n¢kolikrat v kratkém ¢asovém obdobi, coz je u vzorkd krve jen tézko proveditelné.
Némi prezentovana metoda ma potencial monitorovat fyzickou, ale i psychickou zatéz analyzou
kortizolu ve vzorcich slin, které lze od sledované osoby ziskat opakované a neinvazivnim

zpusobem odbéru.
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Ptiloha 1. Chromatograficky zdznam stanoveni kortizolu v roztoku smésného standardu pii pouZiti

smési voda/methanol (rizove) a voda/ acetonitril (¢ern€) jako mobilni faze
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Ptiloha 2. Chromatograficky zdznam stanoveni IS v roztoku smésného standardu pii pouziti

smési voda/methanol (riZove) a voda/acetonitril (Cern€) jako mobilni faze
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1:cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0
300072:cortisol 363,30>121,15(+) CE: -24,0
2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
2:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0
25004 Koncentrace kortizolu = 0,67 ng/ml
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1:cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0
1250072:cortis01 363,30>121,15(+) CE: -24,0
2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
2:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0
100001 Koncentrace kortizolu = 6,67 ng/ml
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Ptiloha 3. Chromatograficky zdznam stanoveni kortizolu v kalibraénim roztoku kortizolu o
dvou riznych koncentracich pfipraveném ve slinach, meéfeni bylo provedeno =za

optimalizovanych podminek uvedenych v ¢asti 2.5.2
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500041:cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0
2:cortisol 363,30>121,15(+) CE: -24,0
2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
2:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0
4000,

Koncentrace kortizolu = 0,67 ng/ml

3000+
Intenzita

2000+

1000

1250071 cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0
2:cortisol 363,30>121,15(+) CE: -24,0
2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
10000R:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0

Koncentrace kortizolu = 6,67 ng/ml

7500+
Intenzita

5000

2500

55 60  min

Ptiloha 4. Chromatograficky zdznam stanoveni kortizolu v kalibracnim roztoku kortizolu o

dvou riiznych koncentracich pfipraveném ve vodé€, méteni bylo provedeno za optimalizovanych

podminek uvedenych v ¢asti 2.5.2
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70007 ¢cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0
2:cortisol 363,30>121,15(+) CE: -24,0
6000:2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
2:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0

50004
Intenzita 4000
3000
2000

1000

Ptiloha 5. Chromatograficky zaznam stanoveni kortizolu ve vzorku slin, méteni bylo provedeno

za optimalizovanych podminek uvedenych v ¢ésti 2.5.2
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Ptiloha 6. Charakteristika souboru dobrovolnych darct slin

Koncentrace
Koncentrace
Vzorek Pohlavi Vék Vzorek Pohlavi Vék  kortizolu
kortizolu [ng/ml]
[ng/ml]
1. Zena 53 2,97 20. Zena 73 0,77
2. muz 62 1,23 21. Zena 37 0,53
3. zena 55 7,45 22. zena 68 0,63
4. Zena 26 1,97 23. Zena 15 0,67
5. muz 22 0,77 24. muz 71 0,76
6. muz 48 0,49 25. muz 71 2,75
7. muz 17 0,78 26. zena 76 2,33
8. muz 48 2,18 27. muz 61 3,49
0. muz 22 1,71 28. muz 66 0,77
10. zena 20 1,09 29. zena 61 0,57
11. Zena 61 0,49 30. muz 62 1,03
12. muz 62 0,69 31. muz 35 1,15
13. muz 71 4,36 32. Zena 31 0,91
14. Zena 63 1,92 33. muz 55 0,73
15. muz 70 1,18 34. Zena 29 0,84
16. muz 25 1,40 35. zena 24 2,44
17. zena 69 0,68 36. zena 28 1,92
18. Zena 30 1,25 37. muz 25 0,92
19. muz 36 0,69 38. muz 28 0,86
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