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Anotace 

Tato práce se zabývá vývojem a optimalizací metody kapalinové chromatografie s hmotnostní 

detekcí pro stanovení koncentrace kortizolu ve slinách. V první části jsou popsány vlastnosti 

kortizolu, jeho funkce v organismu, onemocnění s ním spojená a možnosti jeho stanovení 

v různých biologických materiálech. V experimentální části je popsán odběr vzorků slin, jejich 

příprava k analýze a postup optimalizace metody stanovení kortizolu.  
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collection and preparation for analysis, and optimization of the method for cortisol 

determination. 

 

Keywords 

cortisol, liquid chromatography, mass spectrometry, saliva 



Obsah 

Úvod                 12 

1 Teoretická část ................................................................................................................... 13 

1.1 Syntéza a vlastnosti kortizolu ..................................................................................... 13 

1.1.1 Syntéza kortizolu ................................................................................................ 13 

1.1.2 Vlastnosti a metabolismus kortizolu ................................................................... 15 

1.2 Funkce kortizolu ......................................................................................................... 16 

1.3 Onemocnění způsobené nadbytkem nebo nedostatkem kortizolu ............................. 18 

1.3.1 Nadbytek kortizolu ............................................................................................. 18 

1.3.2 Nedostatek kortizolu ........................................................................................... 19 

1.4 Stanovení kortizolu .................................................................................................... 20 

1.4.1 Stanovení kortizolu v krvi ................................................................................... 20 

1.4.2 Stanovení kortizolu v moči ................................................................................. 21 

1.4.3 Stanovení kortizolu ve slinách ............................................................................ 22 

1.4.4 Stanovení kortizolu ve vlasech ........................................................................... 23 

1.5 Separační techniky pro stanovení kortizolu ............................................................... 24 

1.5.1 Příprava vzorku ................................................................................................... 24 

1.5.2 Kapalinová chromatografie s hmotností spektrometrií ....................................... 25 

1.5.3 Plynová chromatografie ...................................................................................... 27 

1.5.4 Elektromigrační techniky .................................................................................... 28 

1.5.5 Imunochemické metody ...................................................................................... 28 

1.5.6 Další techniky pro stanovení kortizolu ............................................................... 29 

2 Experimentální část ........................................................................................................... 30 

2.1 Vzorky ........................................................................................................................ 30 

2.2 Přístroje, pomůcky ..................................................................................................... 30 

2.3 Chemikálie ................................................................................................................. 31 

2.4 Roztoky ...................................................................................................................... 32 

2.5 Pracovní postup .......................................................................................................... 33 

2.5.1 Příprava vzorků slin k analýze ............................................................................ 33 

2.5.2 Parametry kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie ................... 33 

2.5.3 Kalibrace ............................................................................................................. 34 

2.5.4 Výběr vhodného extrakčního činidla .................................................................. 35 

2.5.5 Optimalizace počtu extrakcí ............................................................................... 35 

2.5.6 Analytické parametry metody ............................................................................. 35 



2.5.6.1 Přesnost metody .............................................................................................. 36 

2.5.6.2 Výtěžnost metody a účinky matrice ................................................................ 36 

2.5.6.3 Linearita .......................................................................................................... 37 

2.5.7 Zpracování výsledků ........................................................................................... 37 

3 Výsledky a diskuze ............................................................................................................ 38 

3.1 Optimalizace kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie ...................... 38 

3.2 Výběr vhodného extrakčního činidla ......................................................................... 39 

3.3 Optimalizace počtu extrakcí ....................................................................................... 40 

3.4 Analytické parametry metody .................................................................................... 40 

3.4.1 Přesnost metody .................................................................................................. 40 

3.4.2 Výtěžnost metody a účinky matrice .................................................................... 41 

3.4.3 Linearita .............................................................................................................. 42 

3.5 Stanovení kortizolu ve vzorcích slin .......................................................................... 42 

3.6 Vliv fyzické zátěže na hladinu kortizolu ve slinách ................................................... 43 

4 Závěr .................................................................................................................................. 44 

5 Použitá literatura ................................................................................................................ 45 

6 Přílohy ............................................................................................................................... 53 

  



Seznam zkratek 

ACTH kortikotropin, z angl. adrenocorticotropin hormone 

AP aktivátorový protein 

APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku, z angl. atmospheric 

pressure chemical ionization 

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku, z angl. atmospheric pressure 

photo ionization 

AVG průměrná hodnota, z angl. average 

CBG kortizol vázající globulin, z angl. cortisol binding globulin 

CRH kortikoliberin, z angl. corticotropin releasing hormone 

CV variační koeficient, z angl. coefficient of variation 

ECLIA elektrochemiluminiscence, z angl. electrochemiluminescence 

immunoassay 

EI elektronová ionizace 

EIA enzymová imunoanalýza 

ELISA enzymová imunosorbentní analýza, z angl. enzyme-linked 

immunosorbent assay 

ESI ionizace elektrosprejem, z angl. electrospray ionization 

FLD fluorescenční detekce 

GC plynová chromatografie, z angl. gas chromatohraphy 

GM-CSF faktor stimulující kolonie granulocytů a makrofágů, z angl. 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

HFBA anhydrid heptafluormáselné kyseliny, z angl. heptafluorobutyric 

anhydride 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie, z angl. high performance 

liquid chromatography 

HSD hydroxysteroiddehydrogenáza 

IL interleukin 

IS vnitřní standard, z angl. internal standard 

LC kapalinová chromatografie, z angl. liquid chromatography 

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny, z angl. liquid-liquid extracton 



MEKC micelární elektrokinetická chromatografie, z angl. micellar 

electrokinetic chromatography 

MS hmotnostní spektrometrie, z angl. mass spectrometry 

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 

MRM sledování více reakcí, z angl. multiple reaction monitoring 

MTBE methyl-terc-butylether 

RIA radioimunoanalýza 

SD směrodatná odchylka, z angl. standard deviation 

SDS dodecylsíran sodný, z angl. sodium dodecyl sulfate 

SERS povrchem zesílená Ramanova spektrometrie, z angl. surface enhanced 

Raman spectroscopy 

SPE extrakce na pevné fázi, z angl. solid phase extraction 

SPR povrchová plazmonová rezonance, z angl. surface plasmon resonance 

TOF analyzátor doby letu, z angl. time of flight 

VLDL lipoproteiny o velmi nízké hustotě, z angl. very low density lipoprotein 
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Úvod 

Kortizol je významným hormonem, který ovlivňuje celou řadu metabolických pochodů. 

Kortizol pomáhá regulovat metabolismus sacharidů a lipidů, ovlivňuje syntézu a odbourávání 

bílkovin. Působí také na imunitní systém a uplatňuje se při reakci organismu na fyzický i 

psychický stres. Se změnami hladiny kortizolu jsou spojena různá onemocnění, jako je 

například Cushingův syndrom a Addisonova choroba. Stanovení hladiny kortizolu je významné 

z hlediska diagnostiky různých onemocnění, ale také kvůli monitorování fyzické zátěže nebo 

psychického stresu. 

Kortizol je tradičně stanovován v séru imunochemickými metodami. V současné době 

je věnována pozornost stanovení kortizolu ve slinách, odběr slin je snadný a neinvazivní a 

koncentrace kortizolu odpovídá jeho biologické aktivitě. Imunochemické metody používané 

pro stanovení kortizolu v séru nemusí být dostatečně citlivé pro jeho stanovení ve slinách, a 

proto se pro stanovení kortizolu ve slinách používá obvykle kapalinové chromatografie ve 

spojení s hmotnostní spektrometrií, která má vyšší citlivost a specificitu. 

Cílem této práce je zavedení a optimalizace metody pro stanovení kortizolu kapalinovou 

chromatografií ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií. 
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1 Teoretická část 

1.1 Syntéza a vlastnosti kortizolu 

1.1.1 Syntéza kortizolu 

Kortizol je steroidní hormon produkovaný v zona fasciculata a zona reticularis kůry nadledvin. 

Základním stavebním kamenem pro syntézu kortizolu a ostatních steroidních hormonů je 

cholesterol. Ten je dodáván především z plazmy, v menší míře je syntetizován v kůře nadledvin 

z acetyl-S-CoA. Prvním krokem tvorby steroidních hormonů je přeměna cholesterolu na 

pregnenolon, tento krok má také hlavní význam v regulaci steroidogeneze. Následně je 

pregnenolon přeměněn na kortizol v sérii reakcí, jedná se především o hydroxylace a 

dehydrogenace (Obrázek 1). V syntéze kortizolu a ostatních steroidů se uplatňují dvě hlavní 

skupiny enzymů, cytochrom P450-oxidoreduktázy a hydroxysteroiddehydrogenázy (HSD). 

Kortizol v nadledvinách není skladován a míra jeho uvolňování z nadledvin je řízena rychlostí 

jeho syntézy. Tvorba kortizolu podléhá cirkadiálnímu rytmu řízenému centrální nervovou 

soustavou (Obrázek 2). Během večera a prvních hodin spánku klesá, mezi třetí a pátou hodinou 

spánku opět stoupá, maxima dosahuje mezi šestou a osmou hodinou spánku, po probuzení 

tvorba kortizolu opět klesá [1-4]. 

Syntéza kortizolu je řízena z hypotalamu sekrecí kortikoliberinu (CRH), který zvyšuje 

uvolňování kortikotropinu (ACTH) z adenohypofýzy, ten v kůře nadledvin zvyšuje přeměnu 

cholesterolu na pregnenolon. Sekreci ACTH zvyšuje také vasopresin. V řízení sekrece kortizolu 

se uplatňuje negativní zpětná vazba, tzn. nárůst koncentrace kortizolu v krvi snižuje vylučování 

CRH, vasopresinu a ACTH. Kortizol je uvolňován v reakci na fyzický i psychický stres, 

mechanismem je zvýšení sekrece CRH a ACTH [1-4]. 
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Obrázek 1. Biosyntéza kortizolu [3] 

P450scc, enzym katalyzující odštěpení postranního řetězce kortizolu; P450c17, steroid-17α-

hydroxyláza; P450c21, steroid-21-hydroxyláza; P450c11β, steroid-11β-hydroxyláza; 3βHSD, 

3β-hydroxysteroiddehydrogenáza. 

 

 

Obrázek 2. Změny koncentrace kortizolu v plazmě v průběhu dne [71] 
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1.1.2 Vlastnosti a metabolismus kortizolu 

Kortizol je v krvi z většiny transportován ve vazbě na proteiny. Hlavní podíl kortizolu (cca 80 

%) se váže na kortizol vázající globulin (CBG, transkortin), menší část (cca 10 %) se váže na 

albumin. Méně než 10 % celkového kortizolu je přítomno v plazmě ve volné formě, kdy pouze 

tento podíl je biologicky aktivní. Kortizol je stejně jako další steroidní hormony lipofilní látka, 

díky tomu volně prochází buněčnou membránu. V cytoplazmě se kortizol váže na 

glukokortikoidní receptor a vzniklý komplex hormonu s receptorem vstupuje do jádra. V jádře 

kortizol zvyšuje nebo snižuje expresi příslušných genů, jednak přímou vazbou na regulační 

úseky DNA (glucocorticoid response elements), dále také interakcí s transkripčními faktory 

(jaderný faktor κB a aktivátorový protein AP-1). Kromě glukokortikoidního receptoru je 

kortizol schopen aktivovat i mineralokortikoidní receptor. Ve většině tkání k aktivaci 

mineralokortikoidních receptorů kortizolem za fyziologických podmínek nedochází. Mezi 

tkáně ovlivňované kortizolem prostřednictvím mineralokortikoidních receptorů patří některé 

části centrální nervové soustavy [1-3]. 

Před vyloučením je většina kortizolu metabolizována v játrech. Prvním krokem je 

redukce kortizolu na tetrahydrokortizol, který může být dále redukován nebo přeměněn 

odštěpením postranního řetězce. Další možnou cestou je přeměna kortizolu na 

6β-hydroxykortizol, který je rozpustný ve vodě, a tím pádem je vyloučen močí (Obrázek 3). 

Většina metabolitů kortizolu je konjugována s kyselinou glukuronovou a vyloučena močí. 

Kortizol je přeměňován také na kortizon za účasti enzymu 11β-hydroxysteroiddehydrogenázy 

typu 2 (11β-HSD-2), k čemuž dochází např. v ledvinách, slinných žlázách a střevě. Kortizon je 

biologicky neaktivní a je metabolizován a vylučován podobným způsobem jako kortizol. 

Funkcí přeměny kortizolu na kortizon je zabránění nadměrnému působení kortizolu a projevení 

jeho mineralokortikoidních účinků. Například v ledvinách vede aktivace mineralokortikoidních 

receptorů kortizolem k zadržování solí [1-3]. 
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1.2 Funkce kortizolu 

Jednou z oblastí ovlivňovanou kortizolem je metabolismus sacharidů. Kortizol zvyšuje hladinu 

glukózy v krvi, k tomu dochází jednak podporou glukoneogeneze v játrech a jednak snížením 

odbourávání glukózy periferními tkáněmi. K stimulaci glukoneogeneze dochází ovlivněním 

aktivity klíčových enzymů glukoneogeneze (fosfoenolpyruvátkarboxykinázy, glukóza-6-

fosfatázy a fosfofruktokinázy/fruktóza-2,6-bisfosfatázy). Kortizol dále v periferních tkáních 

snižuje množství receptorů pro glukózu GLUT4, které se přesouvají do buněčné membrány, 

což vede k poklesu vychytávání glukózy v těchto tkáních. Kortizol má navíc také katabolické 

účinky na metabolismus bílkovin a lipidů, jejich odbourávání vede k uvolňování většího 

množství aminokyselin a glycerolu, které následně slouží jako substrát pro glukoneogenezi. 

Kortizol působí také na metabolismus glykogenu. V játrech kortizol zvyšuje aktivitu 

Obrázek 3. Odbourávání kortizolu [3]; 11-β-HSD, 11-β-hydroxysteroiddehydrogenáza 
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glykogensyntázy a snižuje aktivitu glykogenfosforylázy, to vede k podpoře syntézy glykogenu 

[1, 2, 5-7]. 

Další oblastí ovlivňovanou účinky kortizolu je metabolismus lipidů. V tukové tkáni 

kortizol snižuje syntézu lipidů a podporuje jejich odbourávání, tím dochází k nárůstu 

koncentrace volných mastných kyselin v krevním oběhu. Jedním z mechanismů potlačení 

syntézy lipidů je snížení příjmu glukózy z krve buňkami kvůli poklesu počtu receptorů GLUT4, 

právě přijatá glukóza slouží jako substrát pro syntézu lipidů. Dalším mechanismem je zvýšení 

aktivity lipolytických enzymů (adipocytární triglyceridová lipáza a hormon-senzitivní lipáza). 

Kortizol dále také zvyšuje aktivitu lipoproteinové lipázy, hlavně v oblasti břicha, což zvyšuje 

množství mastných kyselin dostupných buňkám. V játrech kortizol naopak podporuje syntézu 

lipidů. To následně vede k nárůstu uvolňování lipoproteinů o velmi nízké hustotě (VLDL) 

z jater a jejich zvýšená koncentrace zvyšuje dostupnost mastných kyselin pro periferní tkáně 

[1, 2, 5, 6, 8]. 

Kortizol svými imunosupresivními účinky působí na imunitní systém. Kortizol snižuje 

akumulaci leukocytů v místech zánětu a množství lymfocytů, monocytů, eozinofilů a bazofilů 

v krevním oběhu. U neutrofilů dochází k nárůstu jejich množství v krevním oběhu v důsledku 

jejich zvýšeného uvolňování z kostní dřeně a prodloužení doby života, ale naopak se snižuje 

jejich migrace do místa zánětu. Kortizol snižuje proliferaci T a B lymfocytů a aktivitu NK 

buněk, neboť ve zvýšené míře dochází k apoptóze thymocytů. Dále dochází k poklesu 

diferenciace a činnosti makrofágů a k nižšímu účinku prezentace antigenů dendritickými 

buňkami. Dalším mechanismem, jakým kortizol ovlivňuje imunitní reakci, je inhibice 

vylučování prozánětlivých cytokinů, jako jsou interleukiny (IL1, IL2, IL3, IL6), tumor 

nekrotizující faktor α, interferon γ a faktor stimulující kolonie granulocytů a makrofágů 

(GM-CSF). Je také potlačena činnost fosfolipázy A2 a cykooxygenázy 2, což vede k poklesu 

syntézy prostaglandinů a leukotrienů. Kortizol ovlivňuje také kardiovaskulární systém, pomáhá 

řídit krevní tlak tím, že podporuje působení látek zvyšujících krevní tlak (např. angiotenzin II, 

noradrenalin). Kortizol také zvyšuje minutový srdeční výdej [1, 2, 5, 6, 9]. 
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1.3 Onemocnění způsobené nadbytkem nebo nedostatkem 

kortizolu 

1.3.1 Nadbytek kortizolu 

Onemocnění způsobené nadbytkem kortizolu se označuje jako Cushingův syndrom. Nečastější 

příčinou vzniku tohoto onemocnění je nádor adenohypofýzy vedoucí k nadprodukci ACTH. 

Nadbytek ACTH může být způsoben také nádorem v jiné části těla. Další příčinou může být 

ektopická produkce CRH. Cushingův syndrom může být způsoben také onemocněním kůry 

nadledvin, která pak produkuje kortizol nezávisle na regulaci. Příznaky Cushingova syndromu 

mohou být vyvolány také syntetickými glukokortikoidy podávanými jako léčiva [1, 2]. 

Nadbytek kortizolu vede k hyperglykémii (podpora glukoneogeneze, potlačení 

vychytávání glukózy periferními tkáněmi). Může dojít také k rozvoji diabetes mellitus, jelikož 

je omezena funkce GLUT4 receptorů. Navíc dochází k poruše funkce β-buněk pankreatu a 

sekrece inzulinu. Pro Cushingův syndrom je typická obezita s ukládáním tuku na obličeji a 

břiše, ale ne např. na končetinách (Obrázek 4). Kortizol v místech, ve kterých dochází 

k zvýšenému ukládání tuku, zvyšuje aktivitu lipoproteinové lipázy. Dále dochází také 

k zvýšenému uvolňování VLDL částic játry. To vede k většímu příjmu mastných kyselin 

tkáněmi, ty poté syntetizují více lipidů. Na vzniku viscerální obezity může mít podíl také vysoká 

aktivita 11β-HSD typu 1 v těchto tkáních, která katalyzuje přeměnu kortizonu na kortizol, což 

vede k nárůstu množství kortizolu působícího na tyto tkáně. Mezi další účinky kortizolu, které 

se mohou uplatňovat v rozvoji obezity, patří podpora diferenciace adipocytů a zvýšení příjmu 

stravy. Zvýšená koncentrace kortizolu se projevuje také vznikem hypertenze. Ta je způsobena 

mineralokortikoidním účinek kortizolu, tzn. je překročena kapacita 11β-HSD typu 2 a dochází 

k zvýšenému zadržování sodíku a vylučování draslíku. Dále kortizol podporuje působení 

vasokonstrikčních látek. Kortizol také aktivuje renin-angiotenzinový systém a snižuje působení 

radikálu oxidu dusnatého a dalších vasodilatátorů [1, 10-12]. 

Kortizol má katabolické účinky na metabolismus bílkovin. To při jeho dlouhodobě 

zvýšené koncentraci vede k atrofii svalů, neboť aminokyseliny jsou využity jako zdroj energie. 

Atrofii podléhá také kůže, dochází k jejímu zeslabení, tvorbě strií (Obrázek 4) a dalším 

změnám. Nadbytek kortizolu ovlivňuje také fungování kostí. Dochází ke snížení počtu a funkce 

osteoblastů a poklesu syntézy a nárůstu odbourávání kolagenu, to má za následek degradaci 

kostí. Zvýšená hladina kortizolu také zvyšuje množství koagulačních faktorů (hlavně faktoru 

VIII a von Willebrandova faktoru) a snižuje míru fibrinolýzy, což zvyšuje riziko vzniku 
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trombóz. Imunosupresivní účinek kortizolu způsobuje při jeho nadbytku také zvýšenou 

náchylnost k infekcím [1, 10-12]. 

 

Obrázek 4. Vzhled osob s Cushingovým syndromem (centrální obezita, strie) [2, 62] 

 

1.3.2 Nedostatek kortizolu 

Jednou z příčin nedostatku kortizolu je Addisonova nemoc, ta je způsobená poškozením kůry 

nadledvin nejčastěji v důsledku autoimunitní reakce, dále např. kvůli nádoru, infekci 

(tuberkulóza) nebo krvácení. U Addisonovy nemoci klesá jak hladina kortizolu, tak také hladina 

aldosteronu a příznaky nemoci jsou způsobené nedostatkem obou hormonů. Mezi další příčiny 

nedostatku kortizolu patří porucha sekrece ACTH z adenohypofýzy (např. kvůli rakovině) a 

porucha sekrece CRH z hypotalamu [1, 2,]. 
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Jedním z příznaků nedostatku kortizolu je hypoglykémie, která vzniká v důsledku snížení 

podpory glukoneogeneze kortizolem. Snížení množství kortizolu vede také k menší podpoře 

činnosti látek zvyšujících krevní tlak, což může vést k poklesu krevního tlaku. Kortizol snižuje 

sekreci vasopresinu, jeho zvýšené množství při nedostatku kortizolu vede k nižšímu vylučování 

vody a k hyponatrémii. Kortizol snižuje tvorbu kalcitriolu přes 1α-hydroxylázu, při jeho 

nedostatku může docházet k nárůstu hladiny kalcitriolu a v důsledku toho k hyperkalcémii, 

neboť dochází k zvýšené absorpci vápníku ve střevě. Nedostatek kortizolu se projevuje také 

únavou a poklesem tělesné hmotnosti [1, 2, 13-16]. 

 

1.4 Stanovení kortizolu 

1.4.1 Stanovení kortizolu v krvi 

V dnešní době je běžně stanovena koncentrace celkového kortizolu v séru imunochemickými 

metodami. Většina kortizolu je ale v krvi navázaná na proteiny a koncentrace celkového 

kortizolu proto závisí na množství proteinů (albuminu, CBG). Biologicky aktivní je pouze 

volný kortizol a koncentrace celkového kortizolu v séru nemusí odrážet míru jeho působení. Při 

imunochemické analýze neupraveného vzorku séra může také docházet k tomu, že proteiny 

plazmy soutěží ve vazbě kortizolu s protilátkami použitými k analýze. Tuto interferenci je 

možné eliminovat použitím různých blokovacích činidel. Interferovat při stanovení kortizolu 

mohou také další látky přítomné v séru, např. jiné steroidy. Stanovení hladin volného kortizolu 

v séru imunochemickými metodami vyžaduje separaci vázaného kortizolu před vlastní 

analýzou, k tomu se využívá např. dialýza, ultrafiltrace nebo gelová filtrace. Tyto kroky vedou 

k zvýšení složitosti a časové náročnosti analýzy a stěžují její rutinní uplatnění. Alternativou 

k přímému stanovení koncentrace volného kortizolu je její výpočet na základě koncentrace 

celkového kortizolu a množství CBG a albuminu. Tato metoda ale nezohledňuje možné rozdíly 

v afinitě kortizolu k vazebným bílkovinám a nemusí správně fungovat u nemocných osob. Další 

nevýhodou stanovení kortizolu v séru je invazivní způsob odběru venózní krve a s ní spojený 

stres, který může vést k nárůstu hladiny kortizolu. Koncentrace celkového kortizolu v séru 

(plazmě) se pohybuje v desítkách až stovkách ng/ml (Tabulka 1) [17-19, 28]. 
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1.4.2 Stanovení kortizolu v moči 

Do moči přechází pouze volný kortizol (okolo 2 % kortizolu z krve), tím pádem hladina 

kortizolu v moči odráží míru jeho biologické aktivity. Kortizol v moči se většinou stanovuje 

jako celkové množství volného kortizolu vyloučeného za 24 h, při tomto stanovení je výsledek 

nezávislý na cirkadiálním rytmu produkce kortizolu. Nevýhodou tohoto stanovení jsou možné 

problémy se správným odběrem moči během 24 h, jelikož může být odebráno množství 

odpovídající kratšímu nebo delšímu období. Vliv těchto chyb je možné omezit vztažením 

koncentrace kortizolu ke koncentraci kreatininu, v případě normální glomerulární filtrace je 

koncentrace kreatininu v moči konstantní. Při použití imunochemických metod je nutné před 

vlastní analýzou provést extrakci do dichlormethanu nebo ethylacetátu, aby došlo k odstranění 

interferujících látek (metabolitů kortizolu), kterých je zde větší množství než v séru. Ke 

stejnému účelu lze využít také extrakci na pevné fázi. Další možností stanovení kortizolu 

v moči je využití chromatografických metod. Z nich je nejčastěji využívána kombinace 

kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie, která má vyšší citlivost a specificitu 

než imunochemické metody [17-19]. 

 

Tabulka 1. Koncentrace kortizolu v séru, moči a slinách 

Vzorek Doba odběru 
Koncentrace 

kortizolu [ng/ml] 
Zdroj 

sliny - 0,254 – 3,770 [28] 

sliny 23:00 – 12:00 0,17 – 0,97 [64] 

sliny 
8:00 

23:00 

0,979 – 8,301 

0,0906 – 1,0350 
[65] 

sliny 20:00 – 8:00 0,475 – 3,170 [63] 

sérum (celkový) 20:00 – 8:00 55,6 – 168,4 [63] 

sérum (celkový) 8:30 – 10:00 12,905 – 397,440 [28] 

sérum (celkový) - 133,0 – 174,5 [33] 

sérum (volný) 8:30 – 10:00 0,181 – 4,495 [28] 

sérum (volný) 8:00 – 10:00 0,761 – 6,624 [69] 

moč ráno 4,85 – 32,68 [66] 

moč 8:00 – 10:00 37 [36] 

moč - 17,99 [33] 
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1.4.3 Stanovení kortizolu ve slinách 

Sliny vznikají v acinech slinných žláz přestupem vody a elektrolytů z plazmy a sekrecí proteinů 

(např. mucinu) z buněk acinů, tím vznikají primární sliny, které mají podobné složení jako 

plazma. Primární sliny jsou dále upravovány ve slinných vývodech resorpcí a sekrecí iontů, 

čímž z nich vznikají sekundární sliny, které jsou vylučovány do ústní dutiny. Složení slin se liší 

v závislosti na slinné žláze, ve které vznikly. V příušních žlázách vnikají řídké sliny s nízkým 

obsahem mucinu, sliny z podčelistních žláz obsahují mucinu více, sliny z podjazykových žláz 

obsahují nejvíce mucinu a jsou nejhustší. Na bazální sekreci slin se nejvíce podílí podjazykové 

žlázy, po stimulaci mají největší podíl příušní žlázy. Bazální produkce slin je přibližně 

0,5 ml/min, po stimulaci stoupá až na 4 ml/min. Za den vzniká 0,5-1,5 l slin [20, 59, 60]. 

Kortizol přechází z krve do slin pasivní difuzí přes buňky acinů. Do slin přechází z krve 

pouze volný kortizol a množství kortizolu přešlého do slin nezávisí na velikosti tvorby slin. 

Koncentrace kortizolu ve slinách odráží změny koncentrace kortizolu v krvi v rámci 

cirkadiálního rytmu. Koncentrace kortizolu ve slinách je menší než v séru, proto měření 

vyžaduje citlivější metody, což může působit problémy při použití imunochemických metod, u 

kterých může být limit detekce vyšší, než je nejnižší fyziologická koncentrace kortizolu ve 

slinách. Ve slinných žlázách je navíc přítomna 11β-HSD typu 2, jejímž působením je ve slinách 

větší poměr kortizonu ke kortizolu než v plazmě a přítomný kortizon může interferovat při 

imunochemickém stanovení. Možným řešením těchto nevýhod je použití hmotnostní 

spektrometrie, která má vyšší citlivost a specificitu [17-20]. 

Podle některých studií má metoda odběru slin vliv na stanovení hladin kortizolu. 

Nejčastěji se k odběru slin používají tamponky (např. Salivette, Obrázek 5), které se nechají 

nasáknout slinami. Odebrané sliny se z tamponků získávají centrifugací. Použití tamponků 

snižuje viskozitu vzorku a zabraňuje jeho kontaminaci pevnými částečkami. Podle některých 

studií vede použití bavlněných tamponků k nižším naměřeným hodnotám kortizolu, proto je 

vhodnější použít tamponky ze syntetického materiálu. Další možností odebrání vzorku je 

plivání nebo nechání ztéct sliny do zkumavky. Někdy je při odběru tvorba slin stimulována, 

např. kyselinou citrónovou. Doporučuje se 0,5-2,0 h před odběrem slin nejíst, nepít (kromě 

vody) a nečistit si zuby a 10-15 min před odběrem vypláchnout ústa vodou. Výsledky stanovení 

může ovlivnit také kontaminace slin krví nebo kouření před samotným odběrem, výsledkem 

jsou falešně vyšší hodnoty. Také kofein je považován za látku falešně zvyšující hodnoty 

kortizolu. Kortizol má ve slinách vysokou stabilitu, ve vzorku uchováván při pokojové teplotě 

je stabilní několik dní, při 5 °C tři měsíce a při -20 °C minimálně 1 rok [17-20, 51, 58, 61]. 
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Obrázek 5. Souprava k odběru slin Salivette [20] 

 

1.4.4 Stanovení kortizolu ve vlasech 

Dalším materiálem, ve kterém je možné stanovit hladiny kortizolu jsou vlasy. V rostoucím 

vlasu dochází k difuzi a ukládání volného kortizolu. Množství kortizolu ve vlasu pak odpovídá 

jeho koncentraci v těle během delšího období. Volbou analyzované části vlasu je možné určit 

koncentraci kortizolu v daném časovém období. Povrch vlasů může být kontaminován 

kortizolem z potu a mazu, a pro odstranění těchto interferencí je nutné vzorek propláchnout 

např. isopropanolem. Následně je vzorek rozmělněn a je provedena extrakce kortizolu, např. do 

methanolu. Kortizol ve vlasech je v porovnání s kortizolem v biologických tekutinách 

stabilnější, tím pádem může být vzorek skladován dlouho dobu při laboratorní teplotě. 

Nevýhodou stanovení kortizolu ve vlasech je postupné snižování množství kortizolu se 

zvyšujícím se stářím dané části vlasu. K degradaci kortizolu zde dochází zřejmě vlivem UV 

záření a mytím vlasů. Množství kortizolu může být ve vlasech ovlivněno také různými 

úpravami vlasů (např. barvením) [21, 22]. 

  



24 
 

1.5 Separační techniky pro stanovení kortizolu 

1.5.1 Příprava vzorku 

Před chromatografickou analýzou ve spojení s hmotnostní spektrometrií (MS) a v některých 

případech také před analýzou imunochemickými metodami je kortizol extrahován do 

organického rozpouštědla, jako je např. dichlormethan, ethylacetát, methyl-terc-butylether 

(MTBE) a směs methyl-terc-butyletheru a hexanu. Kromě extrakce do kapaliny se provádí také 

extrakce na SPE kolonkách s nepolární stacionární fází (C8, C18). K promytí kolonky po 

nadávkování vzorku se používá voda s příměsí organického rozpouštědla (např. s 5 nebo 20 % 

methanolem). K eluci kortizolu z kolonky se používá čisté organické rozpouštědlo (např. 

methanol nebo acetonitril). Extrakci metodou SPE je možné využít také v on-line uspřádání na 

předkoloně. Použití extrakce v off-line upořádání prodlužuje analýzu a zvyšuje její složitost, 

což může působit problémy při rutinní analýze. V on-line uspořádání je analýza rychlejší, 

dochází k menším ztrátám analytu a výsledky méně závisí na osobě provádějící analýzu. Po 

extrakci v off-line uspořádání se organické rozpouštědlo odpaří pod proudem dusíku a odparek 

se rozpustí nejčastěji v mobilní fázi v případě vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(HPLC) nebo v jiném organickém rozpouštědle při využití plynové chromatografie (GC). Pro 

analýzu elektroforézou se odparek rozpustí v elektrolytu použitém pro měření. Dalším možným 

způsobem přípravy vzorku k analýze je precipitace proteinů a následná centrifugace vzorku. 

Mezi používaná precipitační činidla patří organická rozpouštědla, jako je např. acetonitril, dále 

pak kyselina trichloroctová nebo anorganické soli (např. síran zinečnatý). Precipitace proteinů 

je rychlá metoda, ale vzorek je naředěn precipitačním činidlem, což vede k poklesu citlivosti 

měření. Někdy je využívána také kombinace precipitace proteinů a extrakčních technik. Při 

analýze moči byl v některých případech do chromatografu dávkován přímo zředěný vzorek, to 

ale může vést k znečistění systému a snížení životnosti kolony [23-25, 27, 29]. 

Při měření volného kortizolu v séru je potřeba nejprve oddělit vázaný kortizol. Jednou 

z používaných technik je dialýza, která ale trvá dlouho (až 24 h), navíc během dialýzy může 

docházet ke změnám ve vazbě kortizolu na proteiny. Další možností je ultrafiltrace, ta je 

rychlejší a podle jedné z prací je i správnější [69]. Při gelové filtraci je vzorek aplikován na 

kolonu s gelem, volný kortizol je stacionární fází zadržován na koloně déle než kortizol vázaný 

na proteinech (gelová permeační chromatografie), nevýhodou této metody je spotřeba velkého 

množství vzorku [18]. 

 



25 
 

1.5.2 Kapalinová chromatografie s hmotností spektrometrií 

Kortizol se nejčastěji stanovuje metodou HPLC v systému obrácených fází. Jako stacionární 

fáze slouží především C8 a C18 uhlovodíkové zbytky nebo fenyl. Při separaci na fenylové 

stacionární fázi se uplatňují π-π interakce stacionární fáze s aromatickým kruhem, čímž je 

zvýšena selektivita pro separaci kortizolu od látek s podobnou strukturou. K detekci kortizolu 

se využívá nejčastěji hmotnostní spektrometrie. V kombinaci s ní se jako mobilní fáze používá 

směs voda/methanol nebo voda/acetonitril. Methanol je protické rozpouštědlo, a díky tomu 

podporuje tvorbu iontů ([M+H]+). Jeho směs s vodou má ale vyšší viskozitu, kvůli tomu je 

v koloně generován vyšší tlak, to může vést ke zkrácení životnosti kolony. V případě 

acetonitrilu je tlak generovaný v koloně menší, ale na druhou stranu acetonitril nepodporuje 

tvorbu iontů, jelikož se jedná o aprotické rozpouštědlo. Mobilní fáze se proto obvykle 

modifikuje přídavkem dalších látek, nejčastěji kyselinou mravenčí (např. 0,1 %). Její přídavek 

podporuje ionizaci kortizolu, zvyšuje citlivost stanovení a zlepšuje tvar píku. Mechanismem je 

v pozitivním módu poskytování protonů pro tvorbu [M+H]+ iontů, v negativním módu tvorba 

aduktu s kortizolem. Dále se pro modifikaci mobilní fáze používá např. octan amonný nebo 

chlorid amonný, tyto látky také podporují tvorbu iontů. Pro zlepšení citlivosti detekce může být 

kortizol derivatizován, například hydroxylaminem nebo 2-hydrazino-1-methylpyridinem 

(HMP).  

Nejčastější ionizační technikou je ionizace elektrosprejem (ESI). Obvykle se pracuje 

v pozitivním módu, nicméně ionizace v negativním módu vedla v některých studiích ke 

zlepšení poměru signálu k šumu. Mechanismem, který se může podílet na lepších výsledcích 

v negativním módu je tvorba aduktů látek použitých k modifikaci mobilní fáze (např. kyseliny 

mravenčí) s kortizolem. U technik chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a 

fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) se méně uplatňují vlivy matrice. Použití APCI 

v některých studiích vedlo k nárůstu poměru signálu k šumu. Kortizol se stanovuje většinou 

tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS), kdy nejčastěji používaným analyzátorem je 

trojitý kvadrupól, který pracuje v MRM módu. V pozitivním módu je nejčastěji využíván 

přechod 363→121, ten má nejvyšší citlivost a je využíván ke kvantifikaci, může být ale méně 

selektivní. Dále jsou využívány přechody 363→327 a 363→97, ty mají vyšší specificitu a jsou 

využívány k ověření, že je měřen skutečně kortizol. V negativním módu jsou obvykle 

sledovány ionty a přechody odpovídající aduktu kortizolu s látkou použitou k modifikaci 

mobilní fáze. V některých případech byla pro detekci využita kombinace kvadrupólu a 

analyzátoru doby letu (TOF), jeho výhodou je zaznamenání celého hmotnostního spektra, může 
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mít ale nižší citlivost. Ke kvantitativnímu stanovení kortizolu se využívá metoda vnitřního 

standardu s využitím stabilního izotopicky (většinou deuteriem) značeného kortizolu (např. 

9,11,12,12-d4 kortizol), který se při chromatografické separaci a ionizaci chová stejně jako 

kortizol. Jeho použití je vhodnější než použití strukturních analogů kortizolu (např. 6α-

methylprednisolon, flumethazon). Oproti nejčastěji využívanému stanovení kortizolu 

imunochemickými metodami má stanovení metodou HPLC-MS vyšší citlivost a specificitu a 

vykazuje menší rozdíly ve výsledcích mezi různými laboratořemi. V důsledku vyšší specificity 

jsou hladiny kortizolu stanovené HPLC-MS nižší než hladiny stanovené imunochemicky. 

V Tabulce 2 jsou srovnány limity detekce a kvantifikace při měření kortizolu různými 

metodami [23-30]. 

Další možnou metodou detekce je fluorescenční. V tomto případě je nutné kortizol 

derivatizací přeměnit na fluoreskující látku, například reakcí s 9-antroylnitrilem nebo reakcí 

s kyselinou sírovou v ethanolu. Po derivatizaci se vzorek purifikuje, například extrakcí na tuhé 

fázi (C18). U mobilní fáze (methanol, acetonitril) se upravuje pH na hodnotu cca 5 přídavkem 

kyseliny fosforečné. Měření se provádí při excitační vlnové délce 360 nm, přičemž emitované 

záření má 460 nm. Kortizol lze detekovat také měřením absorpce UV záření při vlnové délce 

okolo 250 nm. Fluorescenční a UV detekce má v porovnání s MS detekcí menší citlivost a 

specificitu, ale využívá dostupnější instrumentaci [31-36]. 
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Tabulka 2. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) při stanovení kortizolu různými 

metodami 

Metoda Vzorek LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml] Zdroj 

LC – MS/MS sliny 0,005 0,005 [27] 

LC – MS/MS moč - 1,015 [31] 

LC – MS/MS sliny 0,020 0,100 [24] 

LC – MS/MS sliny 0,002 0,005 [26] 

LC – FLD moč - 10,005 [31] 

LC – UV moč - 5,000 [35] 

GC – MS moč 7,300 - [39] 

GC – MS moč - 1,813 [68] 

ECLIA sliny 0,544 1,088 [27] 

Elektrochemický imunosenzor sliny 1,700 - [50] 

Elektrochemický imunosenzor sliny 0,010 - [70] 

EIA sliny 0,109 - [67] 

Imunoanalýza se značením 

stříbrem 
sliny 0,500 - [47] 

MEKC moč 2,000 5,000 [41] 

ECLIA, elektrochemiluminiscence; EIA, enzymová imunoanalýza; FLD, fluorescenční 

detekce; LC, kapalinová chromatografie; GC, plynová chromatografie; MS, hmotnostní 

spektrometrie; MEKC, micelární elektrokinetická chromatografie. 

 

1.5.3 Plynová chromatografie 

Další technikou, která je využívána pro stanovení hladin kortizolu je plynová chromatografie 

s hmotnostní detekcí. Kortizol se před analýzou derivatizuje pro zvýšení jeho těkavosti a 

tepelné stability. Mezi používaná derivatizační činidla patří anhydrid heptafluormáselné 

kyseliny (HFBA) a deriváty trimethylsilanu, kdy derivatizace často probíhá v bezvodém 

prostředí. Kortizol může být měřen i bez derivatizace, to ale vede při opakovaném měření ke 

kontaminaci kolony. Kortizol nebo derivát kortizolu je před GC analýzou extrahován, 

organické rozpouštědlo odpařeno v atmosféře dusíku a odparek rekonstituován ve vhodném 

organickém rozpouštědle. Při využití MS jako detektoru, se k ionizaci kortizolu (derivátu 

kortizolu) většinou používá elektronová ionizace (EI), případně pro dosažení vyšší citlivosti je 

možné využít chemickou ionizaci. Ke kvantifikaci kortizolu se používá vnitřní standard, 

většinou se jedná o deuterovaný kortizol. Stanovení kortizolu GC-MS má vysokou citlivost a 

specificitu, často se používá i jako referenční metoda. Nevýhodou této metody je její složitost 
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a časová náročnost díky dlouhé přípravě vzorku, jelikož derivatizace může trvat i několik hodin. 

Kvůli tomu se tato metoda nehodí pro rutinní měření [37-40]. 

1.5.4 Elektromigrační techniky 

Jednou z dalších technik používaných pro stanovení kortizolu je micelární elektrokinetická 

chromatografie (MEKC). Analýza se provádí obvykle v borátovém pufru o pH asi 9, neboť 

migrační čas kortizolu je při vyšším pH kratší. V některých studiích zabývajících se analýzou 

steroidů metodou MEKC se do pracovního elektrolytu pro zvýšení rozlišení přidává organické 

rozpouštědlo (např. methanol). Přídavek methanolu ale zvyšuje migrační časy a může vést k 

zhoršení separace kortizolu. K tvorbě micel se nejčastěji používá dodecylsíran sodný (SDS). 

Pro zvýšení účinnosti separace se k tvorbě micel mohou použít polymerní látky společně s SDS. 

Kortizol je detekován nejčastěji spektrofotometricky při 254 nm. Elektromigrační techniky jsou 

využívány také ve spojení s imunochemickými metodami. Jednou z těchto metod je separace 

komplexu protilátky s kortizolem elektroforézou na čipu, k detekci slouží např. laserem 

indukovaná fluorescence [41-46]. 

1.5.5 Imunochemické metody 

Kortizol se v dnešní době stanovuje nejčastěji imunochemickými metodami. 

Z imunochemických metod je nejvhodnější metodou ELISA (z angl. enzyme-linked 

immunosorbent assay), která bývá používána i jako referenční metoda pro stanovení kortizolu. 

Analýza touto metodou ale trvá delší dobu a vyžaduje větší objemy vzorků a činidel. Mezi další 

metody se značením patří elektrochemiluminiscenční imunoanalýza (ECLIA) a 

radioimunoanalýza (RIA), nevýhodou RIA metody je nutnost práce s radioaktivním 

materiálem. Vzhledem k malé velikosti molekuly kortizolu má protilátka pouze jedno vazebné 

místo pro kortizol, což ztěžuje práci v sendvičovém uspořádání, a proto se kortizol obvykle 

stanovuje v kompetitivním uspořádání. Měření imunochemickými metodami pracujícími se 

značenými reaktanty vyžaduje větší počet kroků, analýza se však dá zjednodušit použitím 

imunochemických metod bez značení reaktantů. Jednou z těchto metod je povrchová 

plasmonová rezonance (SPR). Tato metoda využívá změnu optických vlastností substrátu po 

navázání kortizolu na protilátku ukotvenou na povrchu substrátu nebo po navázání protilátky 

proti kortizolu na analog kortizolu na povrchu substrátu. Analýzou SPR byly dosaženy limity 

detekce srovnatelné s HPLC-MS/MS. Dalším způsobem stanovení kortizolu ve vazbě na 

substrát je použití elektrochemických metod, vazba kortizolu na substrát mění jeho elektrické 

vlastnosti. Elektrochemická detekce může být použita také u metod se značením, kdy reakce 
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enzymu použitého jako značka se substrátem vede ke změně elektrických vlastností substrátu. 

Detekce se často provádí voltametricky, s využitím cyklické, diferenčně pulsní nebo square-

wave voltametrie. Dále se používají také amperometrické metody nebo elektrochemická 

impedanční spektroskopie. Elektrochemické imunosenzory mají vysokou citlivost a nízké 

limity detekce. Imunochemické metody stanovení kortizolu jsou v porovnání s chromatografií 

jednoduší a snáze dostupné, dají se snadno automatizovat. Nevýhodou imunochemických 

metod je nižší citlivost a specificita v důsledku zkřížených reakcí protilátek. Další nevýhodou 

je malá shoda výsledků změřených různými laboratořemi, tudíž tyto výsledky nelze přímo 

srovnávat [46-51] 

1.5.6 Další techniky pro stanovení kortizolu 

Jednou z dalších technik využívaných pro stanovení kortizolu je analýza s využitím aptamerů 

(synteticky vytvořené oligonukleotidy DNA nebo RNA, které se specificky váží na cílovou 

molekulu) namísto protilátek. Výhodou použití aptamerů v porovnání s protilátkami je jejich 

nižší cena, vysoká stabilita a snadnější práce s nimi. K detekci se u aptamerů používají stejné 

metody jako v případě protilátek. Další možností je stanovení kortizolu senzory vytvořenými 

molekulárním imprintingem. V tomto případě je vytvořen polymer z monomerů s navázaným 

analytem. Poté je analyt z výsledného polymeru vymyt, přičemž po něm zůstanou dutiny 

odpovídající tvarem a velikostí danému analytu, který se do nich při samotné analýze specificky 

váže. Senzory vytvořené molekulárním imprintingem jsou stabilní a levné. K detekci se 

používají například elektrochemické senzory nebo fluorescenční značení. Kortizol lze 

stanovovat také Ramanovou spektrometrií. Kvůli malé intenzitě Ramanova rozptylu se kortizol 

měří povrchem zesílenou Ramanovou spektrometrií (SERS). U ní se analyt váže na 

nanostrukturovaný kovový povrch, což vede k zesílení signálu. K vazbě kortizolu na kovový 

povrch se využívají například protilátky [52-57]. 
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2 Experimentální část 

2.1 Vzorky 

Vzorky slin byly získány od dobrovolných dárců (18 žen, 20 mužů, rozmezí věku dárců bylo 

15-76 let, průměrný věk 47 let) pliváním do polypropylenových zkumavek.  Všichni dobrovolní 

dárci byli dopředu informování o průběhu a účelu celé studie a poskytli písemný informovaný 

souhlas s účastí ve studii. Dobrovolníci byli instruováni, že minimálně 30 min před odběrem 

nemají jíst, nic pít (kromě vody), kouřit a asi 5 min před odběrem si mají vypláchnout ústa 

vodou. Od každé osoby bylo odebráno přibližně 1,5 ml slin. Pro otestování vlivu fyzické zátěže 

na hladinu kortizolu byl od šesti dobrovolníků (3 muži a 3 ženy) odebrán vzorek slin, poté 

každý dobrovolník absolvoval 30 min jízdy na rotopedu, a byl od něj odebrán vzorek ihned po 

zátěži a 1 h po skončení zátěže. Pro určení analytických parametrů metody bylo od 4 osob 

odebráno dohromady cca 70 ml slin, a od 3 z těchto osob v jiném týdnu cca 20 ml slin. Odebrané 

sliny byly následně smíchány. Odebrané vzorky slin byly do doby analýzy skladovány 

v mrazničce při -20 °C. 

2.2 Přístroje, pomůcky 

Kapalinový chromatograf (Shimadzu, Kjóto, Japonsko) 

 Pumpy LC-20AD 

 Odplynovač mobilní fáze DGU-20A 

 Autosampler SIL-20AC 

 Termostat kolony CTO-40A 

 Řídící jednotka CBM-20A 

Hmotnostní spektrometr LCMS 8045 (Shimadzu, Kjóto, Japonsko) 

Software LC Solution (Shimadzu, Kjóto, Japonsko) 

Analytická kolona Discovery® C18 (150 x 4.6 mm; 5 µm). (Supleco, Bellefonte, PA, USA) 

Předkolona Discovery® C18 (5 x 4.6 mm; 5 µm).  (Supleco, Bellefonte, PA, USA) 

Třepačka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Německo) 

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

Zařízení na úpravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Německo) 

Filtrační aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

Nylonové filtry, porozita 0,2 µm (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

Odpařovací zařízení Reacti-EVAP, model TS-18825 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA) 

Ultrazvuková lázeň Ecoson (Ecoson, Nové Mesto nad Váhom, Slovensko) 

Chladnička s mrazničkou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Německo) 

Automatické pipety Biohit (Biohit PLC, Helsinky, Finsko) 

Polypropylenové zkumavky 

Mikrozkumavky typu Eppendorf, 1,5 ml (Fisher Scientific, Pardubice, ČR) 

Skleněné zkumavky, gumové zátky 

Kádinky, odměrné válce 

Skleněné vialky se šroubovacím uzávěrem (Fisher Scientific, Pardubice, ČR) 

Skleněné inserty do vialek (Fisher Scientific, Pardubice, ČR) 

2.3 Chemikálie 

Deionizovaná voda (H2O), Mr 18, G = 0,055 μS 

Methanol (CH4O), Mr 32,04 (Merck, Darmstadt, Německo) 

Acetonitril (C2H3N), Mr 41,05 (Merck, Darmstadt, Německo) 

Kyselina mravenčí (CH2O2), Mr 46,03 (Merck, Darmstadt, Německo) 

Ethylacetát (C4H8O2), Mr 88,11 (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo) 

Butanol (C4H10O), Mr 74,12 (Merck, Darmstadt, Německo) 

Methyl-terc-butylether (MTBE, C5H12O), Mr 88,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

Hexan (C6H12), Mr 86,18 (Merck, Darmstadt, Německo) 
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Analytický standard kortizolu (C21H30O5, 1 mg/ml, v methanolu) Mr 362,5 (Sigma Aldrich, 

Steinheim, Německo) 

Vnitřní standard, deuterovaný kortizol (9, 11, 12, 12-D4 kortizol, 100 µg/ml, v methanolu) Mr 

366,5 (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo) 

2.4 Roztoky 

Mobilní fáze A (voda s 0,1 % kyselinou mravenčí) 

K 500 ml deionizované vody bylo přidáno 500 µl kyseliny mravenčí a roztok byl odvzdušněn 

v ultrazvukové lázni. 

Mobilní fáze B (methanol s 0,1 % kyselinou mravenčí) 

K 500 ml methanolu bylo přidáno 500 µl kyseliny mravenčí, získaný roztok byl zfiltrován a 

odvzdušněn v ultrazvukové lázni. 

Mobilní fáze C (acetonitril s 0,1 % kyselinou mravenčí) 

K 500 ml acetonitrilu bylo přidáno 500 µl kyseliny mravenčí, připravený roztok byl zfiltrován 

a odvzdušněn v ultrazvukové lázni. 

Směs methanol/voda (1:1, v/v) 

Směs byla připravena smícháním 100 ml deionizované vody a 100 ml methanolu. 

Směs butanol/ethylacetát (1:1, v/v) 

Směs byla připravena smícháním 5 ml ethylacetátu a 5 ml butanolu. 

Směs MTBE a hexanu (8:2, v/v) 

Směs byla připravena smícháním 2 ml hexanu a 8 ml MTBE. 

Pracovní roztok standardu kortizolu I (10 µg/ml) 

Pracovní roztok byl připraven naředěním 10 µl roztoku kortizolu (1 mg/ml) 990 µl methanolu. 

Pracovní roztok standardu kortizolu II (2,5 µg/ml) 

Pracovní roztok byl připraven naředěním 250 µl pracovního roztoku standardu kortizolu I (10 

µg/ml) 750 µl methanolu. 

Pracovní roztok vnitřního standardu I (1 µg/ml) 
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Pracovní roztok byl připraven naředěním 10 µl roztoku vnitřního standardu (100 µg/ml) 990 µl 

methanolu. 

Pracovní roztok vnitřního standardu II (100 ng/ml) 

Pracovní roztok byl připraven naředěním 100 µl pracovního roztoku vnitřního standardu I 

(1 µg/ml) 900 µl methanolu. 

2.5 Pracovní postup 

2.5.1 Příprava vzorků slin k analýze 

Každý vzorek byl nechán rozmrznout při laboratorní teplotě, odstředěn při 2700 x g po dobu 5 

min a 750 µl supernatantu bylo přeneseno do čisté zkumavky. K 750 µl slin bylo přidáno 20 µl 

pracovního roztoku vnitřního standardu II (100 ng/ml) a 3 ml ethylacetátu. Obsah zkumavky 

byl třepán na třepačce po dobu 5 min a poté odstředěn (2000 x g, 5 min). Do čisté zkumavky 

byla přenesena organické fáze a odpařena pod proudem dusíku. Odparek byl rozpuštěn v 75 µl 

směsi methanol/voda (1:1, v/v), směs přenesena do insertu vialky a analyzována. 

2.5.2 Parametry kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie 

Kortizol byl separován na koloně s vázanou reverzní fází (C18). K ionizaci byl použit 

elektrosprej v pozitivním módu a jako hmotnostní analyzátor byl používán trojitý kvadrupól 

pracující v MRM módu. Optimalizované parametry MRM módu, při kterém probíhalo měření 

jsou uvedeny v Tabulce 3.  

Parametry HPLC-ESI-MS/MS: 

Doba analýzy: 9 min 

Mobilní fáze A: voda s 0,1 % kyselinou mravenčí 

Mobilní fáze B: methanol s 0,1 % kyselinou mravenčí 

Gradient:  0,01 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 

Průtok mobilní fáze: 0,7 ml/min 

Dávkovaný objem: 10 µl 

Loop time: 0,2 s 

Průtok zmlžovacího plynu: 2 l/min 

Průtok sušicího a vyhřívacího plynu: 10 l/min 

Teplota interface: 300 °C 

DL teplota: 250 °C 

Teplota vyhřívacího bloku: 400 °C 

 

Tabulka 3. Optimalizované parametry MS 

Analyt 
Prekurzor 

[m/z] 

Produkt 

[m/z] 

Dwell time 

[ms] 

CE 

[V] 

Q1 pre bias 

[V] 

Q3 pre bias 

[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, kolizní energie; IS, vnitřní standard; Q, pre bias, usměrňovací napětí na kvadrupólech; 1, 

kvantifikátor; 2, kvalifikátor. 

2.5.3 Kalibrace 

Ředěním pracovního roztoku standardu kortizolu II (2500 ng/ml) methanolem byly připraveny 

standardy s různou koncentrací kortizolu (Tabulka 4). K 730 µl slin bylo přidáno 20 µl 

připravených standardů kortizolu, čímž byly získány vzorky slin s koncentrací kortizolu 

uvedenou v Tabulce 4. Dále bylo k 730 µl slin přidáno 20 µl methanolu, čímž byl připraven 

kalibrační roztok odpovídající nulové koncentraci kortizolu. Ke každému vzorku slin bylo 

přidáno 20 µl roztoku vnitřního standardu II (100 ng/ml), vzorky byly dále zpracovány stejně 

jako v části 2.5.1. 
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Tabulka 4. Příprava standardů pro konstrukci kalibrační křivky 

Koncentrace 

kortizolu ve slinách 

[ng/ml] 

Koncentrace 

standardu [ng/ml] 

Objem pracovního 

roztoku kortizolu 

(2500 ng/ml) [µl] 

Objem methanolu 

[µl] 

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 slinách je koncentrace získaná po přídavku 20 µl standardu k 730 µl 

slin. 

2.5.4 Výběr vhodného extrakčního činidla 

Testovanými extrakčními činidly byl butanol, směs butanol/ethylacetát (1:1, v/v), ethylacetát, 

MBTE a směs MBTE/hexan (8:2, v/v). K 1 ml slin bylo přidáno 20 µl pracovního roztoku 

vnitřního standardu II (100 ng/ml) a 3 ml extrakčního činidla. Obsah zkumavky byl třepán po 

dobu 5 min, odstředěn (2000 x g, 5 min), horní organická vrstva přenesena do čisté zkumavky 

a odpařena pod proudem dusíku, odparek rozpuštěn ve 100 µl směsi methanol/voda (1:1, v/v) a 

směs přenesena do insertu vialky a analyzována. Vzorky byly zpracovány v triplikátu. 

2.5.5 Optimalizace počtu extrakcí 

K 1 ml slin  bylo přidáno 20 µl pracovního roztoku vnitřního standardu II (100 ng/ml) a 3 ml 

ethylacetátu. Obsah zkumavky byl třepán po dobu 5 min, odstředěn (2000 x g, 5 min) a horní 

organická vrstva přenesena do čisté zkumavky. Ke zbytku byly přidány 3 ml ethylacetátu a 

postupováno stejně. Tímto způsobem byla provedena dvou, tří a čtyřnásobná extrakce 

kortizolu. Vzorky byly zpracovány v triplikátu. 

2.5.6 Analytické parametry metody 

Vzorky slin pro určení analytických parametrů metody byly rozmraženy při laboratorní teplotě, 

odstředěny (2700 x g, 5 min) a získané supernatanty spojeny. 
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2.5.6.1 Přesnost metody 

Přesnost metody v sérii byla určena opakovaným (5x) měřením stejného vzorku za stejných 

podmínek. Přesnost byla určena na vzorku slin s koncentrací kortizolu odpovídající 

referenčním hodnotám a na vzorcích slin s přídavkem kortizolu o jeho výsledné koncentraci 

vyšší než referenční hodnoty. Kvůli tomu, že nebyly k dispozici sliny s koncentrací kortizolu 

nižší než referenční hodnoty, byla přesnost při této koncentraci určena na roztoku standardu 

kortizolu ve vodě o koncentraci nižší než referenční, ale vyšší než nejnižší bod kalibrace. Celý 

postup byl proveden dvakrát ve dvou různých dnech pro určení přesnosti mezi sériemi. 

Míra přesnosti v sérii je udána variačním koeficientem (CV), který se vypočítá podle vztahů: 

𝑆𝐷 = √
∑(𝑥𝑖 − 𝐴𝑉𝐺)2

𝑛 − 1
 

𝐶𝑉 [%] =
𝑆𝐷

𝐴𝑉𝐺
∙ 100 

kde SD je směrodatná odchyka, AVG aritmetický průměr, xi naměřená hodnota, n celkový 

počet měření. 

2.5.6.2 Výtěžnost metody a účinky matrice 

Pro určení výtěžnosti metody byly ředěním pracovního roztoku vnitřního standardu I (1000 

ng/ml) methanolem připraveny roztoky IS o koncentraci 50 a 250 ng/ml. K 750 ml slin bylo 

přidáno 20 µl roztoku IS o koncentraci 50, 250 a 1000 ng/ml, čímž byly získány roztoky IS ve 

slinách o výsledné koncentraci 1, 5 a 20 ng/ml. Ke vzorkům byly přidány 3 ml ethylacetátu a 

byly dále zpracovány stejně jako v části 2.5.1. Dále bylo do tří čistých zkumavek 

napipetováno 750 µl slin, byly přidány 3 ml ethylacetátu a byla provedena extrakce stejně jako 

v části 2.5.1. Po extrakci bylo k odebrané organické fázi přidáno 20 µl roztoku IS o koncentraci 

50, 250 a 1000 ng/ml, vzorky byly dále zpracovány stejně jako v části 2.5.1. Všechny vzorky 

byly zpracovány v triplikátu. Pro jednotlivé trojice vzorků byly zprůměrovány plochy píků 

vnitřního standardu a byla spočítána výtěžnost (R) podle vztahu: 

𝑅 [%] =
𝐴𝑝ř𝑒𝑑

𝐴𝑝𝑜
∙ 100 

kde Apřed je plocha píku IS přidaného před extrakcí, Apo plocha píku IS přidaného po extrakci. 
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Pro otestování účinků matrice byly použity plochy píků IS přidaného ke slinám po 

extrakci. Dále bylo do dvou čistých zkumavek napipetováno 750 µl slin od jiných dobrovolníků 

než pro výtěžnost, byly přidány 3 ml ethylacetátu a provedena extrakce stejně jako v části 2.5.1. 

Po extrakci bylo k odebrané organické fázi přidáno 20 µl roztoku IS o koncentraci 50 a 1000 

ng/ml, a vzorky byly dále zpracovány stejně jako v části 2.5.1. Dále bylo do čistých zkumavek 

napipetováno 20 µl roztoku IS o koncentraci 50, 250 a 1000 ng/ml (vzorky IS v čistém 

rozpouštědle), roztoky byly odpařeny pod proudem dusíku a dále zpracovány jako v části 2.5.1. 

Všechny vzorky byly zpracovány v triplikátu. Pro každou trojici vzorků byla zprůměrována 

plocha píků vnitřního standardu a byly spočítány matricové efekty podle vztahu: 

𝑀𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑜𝑣é 𝑒𝑓𝑒𝑘𝑡𝑦 [%] =
𝐴𝑣𝑧

𝐴𝐼𝑆
∙ 100 

kde Avz je plocha píku IS ve slinách, AIS plocha píku IS v čistém rozpouštědle. 

2.5.6.3 Linearita 

Linearita, mez detekce a stanovitelnosti byly určeny z dat získaných z kalibračních přímek. 

Mez detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) byly vypočítány podle vztahů: 

𝐿𝑂𝐷 =
3,3 ∙ 𝑆𝑎

𝑏
 

𝐿𝑂𝑄 =
10 ∙ 𝑆𝑎

𝑏 
 

kde Sa je směrodatná odchylka interceptu, b průměrná směrnice. 

2.5.7 Zpracování výsledků 

K vyhodnocení záznamů a zpracování výsledků byly použity programy LabSolutions 

(Shimadzu, Kjóto, Japonsko), Statistica 12 (StatSoft CR s.r.o., Praha, ČR) a MS Excel. 
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3 Výsledky a diskuze 

Kortizol bývá běžně stanovován v séru, což má řadu nevýhod, mezi něž patří nutnost 

invazivního odběru krve a že hladina celkového kortizolu v séru závisí na množství vazebných 

proteinů a nemusí tedy odrážet biologický účinek kortizolu. Stanovení volného kortizolu je 

v rutinní praxi obtížné kvůli časově náročnému odstranění vázaného kortizolu. Odběr slin je 

neinvazivní a nemusí ho provádět vyškolený personál. Oproti jiným biologickým vzorkům 

(např. moči) odráží hladina kortizolu ve slinách biologicky účinnou formu [17-19]. 

Imunochemické metody používané pro stanovení kortizolu v séru nejsou pro analýzu ve slinách 

dostatečně citlivé, jelikož koncentrace kortizolu ve slinách je asi 100x nižší než koncentrace 

celkového kortizolu v séru (Tabulka 1). Pro stanovení kortizolu ve slinách je tak zapotřebí více 

citlivá a specifická metoda, jako je například HPLC-MS/MS [17-19].  

K odběru slin jsme zvolili plivání do zkumavek. Tato metoda je levná a dostupná 

v porovnání s použitím různých odběrových zařízení a je při ní také menší riziko interferencí 

[20]. Aby se snížila viskozita slin, je nutné vzorek zmrazit a poté rozmrazit. Kortizol jsme 

extrahovali metodou LLE, která je jednodušší a finančně méně náročná než SPE [23]. 

Pro analýzu jsme používali 750 µl vzorku slin, při tomto objemu byla metoda dostatečně citlivá, 

ve všech vzorcích slin byl kortizol kvantifikován. 

3.1 Optimalizace kapalinové chromatografie a hmotnostní 

spektrometrie 

Jako mobilní fáze byla testována směs vody s methanolem nebo acetonitrilem v izokratických 

podmínkách (50 % organického rozpouštědla) a při použití gradientu.  Pro optimalizaci složení 

mobilní fáze, při které by byly kortizol a vnitřní standard dostatečně separovány v co nejkratším 

čase a s co nejvyšší intenzitou signálu byly použity směsný roztok standardu kortizolu a IS (10 

ng/ml) a vzorek slin. Při použití acetonitrilu jako mobilní fáze byla intenzita píků kortizolu a IS 

asi 10x nižší než v případě použití methanolu (Příloha 1 a 2) a kortizol v koncentracích běžných 

pro sliny nebyl detegován. Z tohoto důvodu byl jako organický modifikátor nadále používán 

jen methanol. Jako aditivum, které podporuje ionizaci kortizolu, jsme používali kyselinu 

mravenčí (0,1%) [23]. Vzhledem k nepolární povaze kortizolu byla pro jeho separaci zvolena 

kolona s vázanou reverzní fází (C18). Pro dosažení optimální separace v co nejkratším čase 

byly testovány jak izokratická (methanol/voda 1:1, v/v), tak gradientová eluce. Nejlepších 

výsledků bylo dosaženo s mobilní fází a gradientovou elucí popsané v části 2.5.2. Dále byl 

optimalizován dávkovaný objem vzorku, tak aby byla získána co nejvyšší intenzita píků. 
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Stejně jako ve většině jiných prací [25-27], i zde byla použita ionizace elektrosprejem a 

detekce iontů trojitým kvadrupólem pracujícím v MRM módu. Při optimalizaci podmínek 

hmotnostní spektrometrie byla testována ionizace v pozitivním i negativním módu analýzou 

roztoku kortizolu a deuterovaného kortizolu v acetonitrilu v režimu SCAN. Při použití 

negativního módu byl některými autory dosažen lepší poměr signálu k šumu [23, 63], my jsme 

v negativním módu analytický signál nezaznamenali, a proto jsme nadále pracovali 

v pozitivním módu. Softwarem byly optimalizovány MRM přechody, které byly dále 

používány k analýze kortizolu a vnitřního standardu (Tabulka 3, kapitola 2.5.2). Většina 

získaných přechodů se shoduje s přechody použitými jinými autory [25, 29]. V některých 

pracích byl ale využit jiný vedlejší MRM přechod [24, 74]. Softwarem byla pro každý přechod 

také optimalizována kolizní energie a usměrňovací napětí na obou kvadrupólech, 

optimalizované hodnoty jsou uvedeny v kapitole 2.5.2 v Tabulce 3. 

3.2 Výběr vhodného extrakčního činidla 

Běžně používanými činidly pro extrakci kortizolu ze slin jsou MTBE [25], směs MTBE a 

hexanu [29], směs ethylacetátu a butanolu [74] a dichlormethan [63]. My jsme pro testování 

nejvhodnějšího extrakčního činidla zvolili MTBE, směs MTBE a hexanu (8:2, v/v), ethylacetát, 

směs ethylacetátu a butanolu (1:1, v/v) a butanol. V Grafu 1 je znázorněn poměr ploch píků 

kortizolu a vnitřního standardu při extrakci různými činidly, nejlepších výsledků bylo dosaženo 

při extrakci ethylacetátem. Směs ethylacetátu a butanolu poskytovala nereprodukovatelné 

výsledky. 

 

Graf 1. Porovnání extrakčních činidel; MTBE, methyl-terc-butylether 
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3.3 Optimalizace počtu extrakcí 

Bylo zjišťováno, zda vícenásobná extrakce povede k zvýšení signálu pro kortizol a vnitřní 

standard. V Grafu 2 je zobrazena závislost relativní plochy píku kortizolu a vnitřního standardu 

na počtu extrakcí. Při použití vícenásobné extrakce nedošlo k významnému zvýšení signálu pro 

kortizol a IS, a proto byla nadále používána pouze jednonásobná extrakce. 

 

Graf 2. Závislost relativní plochy píku kortizolu a vnitřního standardu na počtu extrakcí 

3.4 Analytické parametry metody 

3.4.1 Přesnost metody 

V Tabulce 5 jsou uvedeny variační koeficienty přesnosti stanovení kortizolu ve vzorcích slin 

s různou koncentrací kortizolu. Přesnost metody byla určena v rámci jednoho dne a mezi dvěma 

dny. Pro určení přesnosti mezi dny byla pro každý den spočítána průměrná koncentrace 

kortizolu, a z těchto hodnot byly vypočítány hodnoty uvedené v Tabulce 5. 
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Tabulka 5. Přesnost stanovení kortizolu 

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

 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, průměr; SD, směrodatná odchylka; CV, variační koeficient 

3.4.2 Výtěžnost metody a účinky matrice 

K určení výtěžnosti a účinku matrice je nejčastěji používán přídavek kortizolu do vzorku slin 

[29, 63]. Nelze ale jednoduše získat vzorek slin bez přítomnosti kortizolu, proto jsme k určení 

účinku matrice a výtěžnosti použili přídavek vnitřního standardu (deuterovaný kortizol), který 

se ve slinách nevyskytuje a chová se při stanovení stejně jako kortizol. Účinky matrice byly 

určeny stejným způsobem jako v jedné z publikovaných prací [28]. V Tabulce 6 jsou uvedeny 

hodnoty výtěžnosti a účinky matrice pro různé koncentrace kortizolu ve vzorku, účinky matrice 

byly určeny pro dva různé vzorky slin (od různých dobrovolníků). 

 

Tabulka 6. Výtěžnost metody a účinky matrice při stanovení kortizolu 

Koncentrace 

[ng/ml] 
Výtěžnost [%] 

Účinky matrice 

(vzorek 1) [%] 

Účinky matrice 

(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 kalibračních křivek pro stanovení kortizolu. V příloze 3 a 4 

jsou chromatografické záznamy kalibračních standardů kortizolu ve vodě a vzorku slin. 

Hodnoty meze detekce a stanovitelnosti jsou v porovnání s jinými autory zabývajícími se 

stanovením kortizolu ve slinách metodou HPLC-MS/MS většinou horší (kapitola 1.5.2, 

Tabulka 2). 

 

Tabulka 7. Data pěti kalibračních křivek pro stanovení kortizolu ve slinách 

Sa [ng/ml] b R2 LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml] 

0,0134 0,4527 0,9996 0,10 0,29 

Sa, směrodatná odchylka interceptu; b, průměrná směrnice; R2; průměrná hodnota korelačních 

koeficientů; LOD, mez detekce; LOQ, mez stanovitelnosti 

3.5 Stanovení kortizolu ve vzorcích slin 

Od dobrovolníků bylo získáno 38 vzorků slin, vzorky byly analyzovány postupem uvedeným 

v části 2.5.1. V Tabulce 8 jsou uvedeny výsledky stanovení kortizolu ve vzorcích slin 

dobrovolných dárců. Charakteristika jednotlivých vzorků a jim odpovídající koncentrace 

kortizolu jsou uvedeny v příloze 6. V příloze 5 je chromatogram reálného vzorku slin. t-Testem 

byly testovány rozdíly v koncentraci kortizolu u mužů a žen, z výsledků vyplívá, že koncentrace 

kortizolu se u mužů a žen významně neliší (p = 0,592). Dále byla zjišťována závislost hladin 

kortizolu na věku dobrovolných dárců. Závislost hladiny kortizolu ve vzorcích slin na věku 

dobrovolných dárců nebyla statisticky významná (R = 0,173, p = 0,298), což je v souladu s 

některými literárními údaji [24, 64], ale ve dvou studiích byla nalezena vyšší hladina kortizolu 

v noci (23:00 [65], 24:00 [75]) u osob nad 70 let [65] a nad 50 let [75], tyto výsledky ale nelze 

s našimi výsledky přímo srovnávat, protože jsme nestandardizovali dobu odběru vzorků. 

Tabulka 8. Hladiny kortizolu ve vzorcích slin dobrovolných dárců 

Vzorky IQR [ng/ml] Medián [ng/ml] 

Všechny 1,21 0,98 

Muži 0,87 0,98 

Ženy 1,41 1,00 

IQR, mezikvartilový rozptyl 
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3.6 Vliv fyzické zátěže na hladinu kortizolu ve slinách 

Pro testování vlivu fyzické zátěže na hladinu kortizolu ve slinách, bylo 6 dobrovolníků 

vystaveno fyzické zátěži (jízda na rotopedu po dobu 30 minut). Způsob odběru slin a zpracování 

vzorku slin jsou uvedeny v experimentální části. Získané výsledky jsou shrnuty v Tabulce 9. U 

tří dobrovolníků výsledky ukazují nárůst hladiny kortizolu po zátěži a její opětovný pokles 1 h 

po zátěži, což odpovídá výsledkům jiných studií [72, 73]. U dalších tří dobrovolníků nebyla 

během zátěže zaznamenána znatelná změna hladiny kortizolu. Důvody mohou být různé, různá 

trénovanost jedinců, účinek stresu a jiné. Je zapotřebí zátěž standardizovat a přesně definovat. 

Navíc soubor počtu dobrovolníků je velmi malý, a proto nelze dělat žádné závěry. Autoři, kteří 

se zabývali vlivem fyzické zátěže na hladinu kortizolu ve slinách, definovali zátěž z předem 

stanovené výkonnosti, vyjádřenou hodnotou VO2max (maximální spotřeba kyslíku) [72, 73]. 

 

Tabulka 9. Vliv fyzické zátěže na hladinu kortizolu 

 Koncentrace kortizolu [ng/ml] 

Dobrovolník # Před zátěží Hned po zátěži 1 h po zátěži 

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 Závěr 

Cílem této práce bylo zavést a validovat metodu pro stanovení hladin kortizolu ve vzorcích slin 

technikou HPLC-MS/MS. Kortizol společně s deuterovaným kortizolem (vnitřní standard) byly 

ze vzorku slin extrahovány ethylacetátem. Kortizol a vnitřní standard byly separovány na 

koloně s vázanou reverzní fází (C18) gradientovou elucí s mobilní fází voda/methanol 

obsahující 0,1 % kyselinu mravenčí.  Kortizol a vnitřní standard byly ionizovány 

elektrosprejem a ionty analyzovány trojitým kvadrupólem v módu MRM. Použitelnost metody 

v klinické praxi byla ověřena stanovením hladin kortizolu ve vzorcích slin 38 dobrovolných 

dárců. Výsledky naznačují, že metoda je vhodná pro stanovení koncentrace kortizolu ve 

vzorcích slin lidí a naměřené koncentrace jsou porovnatelné s koncentracemi uváděnými jinými 

autory. Metodu jsme také použili pro monitorování hladin kortizolu během fyzické zátěže, což 

je hlavní aplikační oblast námi vyvinuté metody. Odběr vzorku slin je neinvazivní a lze ho 

opakovat několikrát v krátkém časovém období, což je u vzorků krve jen těžko proveditelné. 

Námi prezentovaná metoda má potenciál monitorovat fyzickou, ale i psychickou zátěž analýzou 

kortizolu ve vzorcích slin, které lze od sledované osoby získat opakovaně a neinvazivním 

způsobem odběru. 
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Příloha 2. Chromatografický záznam stanovení IS v roztoku směsného standardu při použití 

směsi voda/methanol (růžově) a voda/acetonitril (černě) jako mobilní fáze 
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Příloha 1. Chromatografický záznam stanovení kortizolu v roztoku směsného standardu při použití 

směsi voda/methanol (růžově) a voda/ acetonitril (černě) jako mobilní fáze 
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Příloha 3. Chromatografický záznam stanovení kortizolu v kalibračním roztoku kortizolu o 

dvou různých koncentracích připraveném ve slinách, měření bylo provedeno za 

optimalizovaných podmínek uvedených v části 2.5.2 

 

 

3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 min

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

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

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

Intenzita 

Intenzita 

Koncentrace kortizolu = 0,67 ng/ml 

Koncentrace kortizolu = 6,67 ng/ml 
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Příloha 4. Chromatografický záznam stanovení kortizolu v kalibračním roztoku kortizolu o 

dvou různých koncentracích připraveném ve vodě, měření bylo provedeno za optimalizovaných 

podmínek uvedených v části 2.5.2 

 

3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 min
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2:cortisol 363,30>309,25(+) CE: -18,0
2:cortisol 363,30>105,15(+) CE: -50,0
2:cortisol 363,30>121,15(+) CE: -24,0
1:cortisol-D4 367,30>121,20(+) CE: -27,0

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

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

Intenzita 

Intenzita 

Koncentrace kortizolu = 6,67 ng/ml 

Koncentrace kortizolu = 0,67 ng/ml 
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Příloha 5. Chromatografický záznam stanovení kortizolu ve vzorku slin, měření bylo provedeno 

za optimalizovaných podmínek uvedených v části 2.5.2  

3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 min

0

1000
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7000

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

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

Intenzita 
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Příloha 6. Charakteristika souboru dobrovolných dárců slin 

Vzorek Pohlaví Věk 
Koncentrace 

kortizolu [ng/ml] 
Vzorek Pohlaví Věk 

Koncentrace 

kortizolu 

[ng/ml] 

1. žena 53 2,97 20. žena 73 0,77 

2. muž 62 1,23 21. žena 37 0,53 

3. žena 55 7,45 22. žena 68 0,63 

4. žena 26 1,97 23. žena 15 0,67 

5. muž 22 0,77 24. muž 71 0,76 

6. muž 48 0,49 25. muž 71 2,75 

7. muž 17 0,78 26. žena 76 2,33 

8. muž 48 2,18 27. muž 61 3,49 

9. muž 22 1,71 28. muž 66 0,77 

10. žena 20 1,09 29. žena 61 0,57 

11. žena 61 0,49 30. muž 62 1,03 

12. muž 62 0,69 31. muž 35 1,15 

13. muž 71 4,36 32. žena 31 0,91 

14. žena 63 1,92 33. muž 55 0,73 

15. muž 70 1,18 34. žena 29 0,84 

16. muž 25 1,40 35. žena 24 2,44 

17. žena 69 0,68 36. žena 28 1,92 

18. žena 30 1,25 37. muž 25 0,92 

19. muž 36 0,69 38. muž 28 0,86 

 


