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ANOTACE

Prace je zaméfena na funkci kortizolu v lidském organismu, na jeho biologické vlastnosti, da-
vody jeho sekrece a vliv na lidsky organismus. Druha ¢ast je zaméfena na odbér a zpracovani

vzork slin a analyzu vyuzivajici chromatografické techniky.
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TITLE

Analysis of cortisol and its importance for human organism

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on the function of cortisol in the human body, its biological
properties, the reasons for its secretion and its effect on the human body. The second part of the
work is focused on the collection and processing of saliva samples and analysis using chroma-

tographic techniques.
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UvVOoD

Hlavnim cilem prace je uvést funkce kortizolu v lidském organismu a moznosti jeho sta-
noveni pomoci chromatografickych technik ze slin, ve kterych se chova jako biomarker riiznych
patologickych stavii.

Stanoveni kortizolu ve slinach se pouziva pti diagnostice lidi s poruchou na trovni na-
dledvin, nasledn¢ hypofyzy a hypotalamu. Nadmérné nebo malé koncentrace kortizolu ve sli-
nach jsou analyzovany u lidi s Cushingovou, Addisonovou nemoci a poruchou cyrkadianniho
rytmu. Hlavnim divodem analyzy kortizolu ve slinach jsou, neinvazivni postup pii vlastnim
odbéru, snizeni uprav vzorka a dobra koncentra¢ni stabilita.

Samotné méfeni se neobejde bez extrakce kortizolu ze slin. Extrakce slouzi zejména
pro odstranéni interferenci a zakoncentrovani vzorku. Nejcastéji uzivanou extrakéni technikou
je extrakce kapalina-kapalina a extrakce tuhou fazi, kde se pouzivaji nepolarni rozpoustédla
a sorbenty. Samotné analytické metody jsou pak zaméfeny na chromatografické metody,
které oproti béznym imunoanalytickym metodam maji vyssi selektivitu a senzitivitu. Nevyho-
dou téchto metod je pouzivani velmi drahych pfistroju, které nejsou dostupné v kazdé labora-

tofi. Tyto metody se vyuzivaji zejména pro vyzkumné ucely.
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1 Kortizol — steroidni hormon

1.1 Fyzikélné-chemické vlastnosti kortizolu

Kortizol, neboli hydrokortizon, je organicka sloucenina patfici mezi steroidni hormony
kiry nadledvin, tuto skupinu nazyvame glukokortikoidy [1, 2]. Patii mezi nepolarni slouc¢eniny,
ktera jsou ve velmi malém méfitku rozpustné ve vodé. Diky své steroidni struktuie je velmi
dobie rozpustny V tucich, organickych rozpoustédlech a latek tomu podobnych [3]. V ta-
bulce 1 jsou uvedeny nazvy a struktury kortizolu, v tabulce 2 jsou uvedeny rozpustnosti, kdy je-
jich znalost se vyuziva pii extrakénich a chromatografickych technikach [2].

Tabulka 1 — Piehled nazvi a struktur kortizolu [2]

Trivialni nazev Kortizol; hydrokortizon (farmakologické oznaceni)
Systematicky nazev | 11B, 17, 21-trihydroxypregn-4-en-3,20-dion
Sumarni vzorec C21H300s

Schematicky vzorec

Tabulka 2 — Fyzikalné chemické vlastnosti kortizolu [2]

Parametr Hodnota
Molarni hmotnost 362,466 g/mol
Bod tani 220 °C
Barva bila
Rozpustnost
Voda 0,30 mg/ml
Ethanol 15 mg/ml
Methanol 6,2 mg/ml
Aceton 9,3 mg/ml
Chloroform 1,6 mg/mil
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2 Metabolismus kortizolu
Syntéza kortizolu probiha v kife nadledvin [4].
2.1 Fyziologie a anatomie nadledvin

Nadledviny jsou zlazy s vnitini sekreci, které se nachazeji na hornich ¢astech ledvin.
Popis je sestupny, jako na obrazku 1. V kiie probihd syntéza mineralokortikoidl (nejzna-
m¢jsi aldosteron) a glukokortikoidt (kortizon, kortikosteron, kortizol). V dieni jsou syntetizo-

vany pohlavni hormony a katecholaminy (adrenalin, noradrenalin a dopamin) [4].

aldosteron

kortizon

kortikosteron
kortizol

ANABOLICKE A POHLAVNI
HORMONY

|

adrenalin
noradrenalin
dopamin

Obrazek 1 — Schéma a priufez nadledvinami rre -aro = hitps:/icit.viu.czklinpat_atlas/adled1 jpg
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2.2 Syntéza kortizolu

Pocate¢ni latkou pro syntézu kortizolu je cholesterol. Syntéza probiha v kife nadled-
vin [5]. Schéma celé produkce je uvedeno na obrazku 2, kde je patrno ze v posledni fazi
je mozny ptechod kortizonu zpét na kortizol diky enzymu 113-3-hydroxid steroid dehydroge-
nazy. Je deklarovano, Ze tento enzym je pfitomny ve slinnych zlazach, jako ochrana mineralo-
kortikoidnich receptora [6]. Proto v ptipadé nasledujicich analytickych metod je doporuc¢eno

stanovovat i kortizon. [7]

cholesterol 17 o—hydroxyprogesteron

P450ssc 21 - hydroxylaza

CHg
CH.

H

N

o
prognenolon

11-deoxykortizol

steroid 17¢—hydroxylaza
steroid 11 g—hydroxylaza

CH.

H

N

(e}

17a-hydroxypregnenolon kortizol

3-beta-hydroxy-Delta(5)-steroid dehydrogenaza
11-ketoreduktaza

hydroxidsteroid isomerasa 11p-hydroxysteroid dehydrogenaza

17 o—hydroxyprogesteron

kortizon

Obrazek 2 — Reakéni schéma SylltéZy kortizolu Inspirace z:https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn%3AANd9GcR IkVOFnojmmI3djloQNRIEjDWAKEXH750BwWAso TFQUZFitfuJ
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2.2.1 Sekrece kortizolu

rwe

Sekrece kortizolu je zahajena podnétem, nejcastéji stresem, imunitni pficinou, nedostat-
kem glukézy v krvi (hypoglykemie). Tyto stavy jsou brany jako rozruSeni, nebot’ organismus
piichazi do akutniho stavu. Pocatek tohoto stavu je aktivace hypothalamové-hypofyzni-nadled-
vinové cesty (HPA), ktera vede k sekreci kortizolu. Vse zacina vylou¢enim hypotalamovym
kortikotropnim faktorem (CRF), ktery je nasledné piesunut do hypofyzy a stimuluje vylouceni
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) z ptedni hypofyzy. ACTH je nasledné piepraven
do kury nadledvin a aktivuje syntézu a nasledné vylouceni kortizolu. Aby se zabranilo neusta-
1ému vylu€ovani pfedeslych hormoni, kortizol mé funkci omezeni a zastaveni vylu¢ovani CRF

a ACTH [8].
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3 Transport a interakce kortizolu v organismu

V organismu po vylouceni do krve zaznamenavame dva druhy kortizolu, a to volny
a vazany. Pro samotné méfeni je nutné tyto dva typy odlisit. VétSina kortizolu je vyvazana
na kortikoidni transportni protein (CBG). Tyto proteiny kvili své enormni molekulové struk-
tufe a pripadné i naboji nejsou schopny opustit krevni fecisté, v nékterych ptipadech jsou glu-
kokortikoidy schopny se navazat na albumin, ale ¢asto dochazi k disociaci. Volny kortizol na-
lezeny v krevnim fecisti je odpovédi na hypotézu, ze ¢im vice dochazi k jeho tvorbé tim vice
kortizol pfestoupi pouhou difuzi z fecisté do tkané a poté i zpét. Dlivodem je vypotiebovani
CBG a tim padem vice kortizolu prostupuje z tkané kvili jeho vysoké produkei, jako volny

kortizol [9].
3.1 Interakce kortizolu v organismu

Fyziologicky t¢inek glukokortikoidt je zprostfedkovan jejich navazanim se na gluko-
kortikoidni protein, ktery patii mezi jaderné hormonalni receptory. Jejich hlavni charakteristi-
kou je, ze slouzi jako transkripéni faktory. Zjednodusené feceno, glukokortikoidovy receptor
navaze se do prislusné sekvence DNA, kde dojde k syntéze imunitnich, metabolickych a toxic-
kych poslu, pfipadné konkrétnich sloucenin, které nasledné ovlivni té€lni funkce. Kortikosteroid
ovlivituje imunitni systém tim, ze omezuje/zvysuje vylouceni bilych krvinek z kostni diené,
brzliku a periferni tkané pomoci cytokini (prvni poslové). Tito poslové funguji jako aktivatory
piislusné imunitni buiiky. Metabolické a toxické funkce souvisi s expozici a nadmérnou/sni-

zenou sekreci kortikosteroida. [10] .
3.2 Glukokortikoidni receptory jako pfistup do jadra

Tyto receptory patii mezi velkou skupinu jadernych receptort, které jsou aktivované po
prostupu kortikosteroidii ptes plazmatickou membranu do bunky. Jejich funkci je piepraveni
kortizolu do jadra, kde slouzi jako transkripéni faktory. Lidsky glukokortikoidni receptor (GR)
je kodovan kodem NR3C1. GR protein patii do skupiny jadernych receptord, jez nazyvame
ligand-dependentni (pti neptitomnosti ligandu nejsou aktivni). Jsou znamy dvé izoformy téchto
receptort: glukokortikoidni receptor alfa (GRa) a glukokortikoidni receptor beta (GRp).
GRa predstavuje klasicky receptor, ktery po navadzani glukokortikoidu funguje jako tran-
skripcni faktor. GRB inhibuje GRa. Na obrazku 3 je znazornén princip pfistupu kortikoidt
do bunky [10, 11].
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BUNECNA MEMBRANA

v Y GLUKOKORTIKOIDNf RECEPTOR

GLUKOKORTIKOID JADERNA MEMBRANA
o
- JADRO SYNTEZA
o PODPURNE |—»mRN
e J PROTEINY ~ RNA POLYMERASA
CYTOPLAZMA *’ /

Obrazek 3 - Princip pi"istupu kortikoidi do bllflky Prevzato z: podle:http://csls
text3.c.utokyo.ac.jp/large_fig/figl5_04.html
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4 Vliv Kkortizolu na lidsky organismus

4.1 VIiv na nervovy systém

Kortizol hraje velkou roli v paméti, uceni a rytmicité bdélosti. Mechanismus glukokor-
tikoidl je zplsoben (jako ve vSech buiikach) pritomnosti GR v neuronech a glialnich buiikach.
Tyto bunky jsou pfitomny v prefrontalni ke, hipokampu a basolateralni amygdale, které maji

z fyziologického hlediska na starost vzrusivost a bdélost [11].

Zakladni funkce kortizolu v nervové soustavé spociva ve zvyseni elektrické nervové
aktivity, ktera souvisi se zvySenim ostrazitosti, pozornosti, navozenim chuti k jidlu, spusténi
obraného mechanismu, kdy se kortizol chova jako zprostiedkovatel obrany (proti infekci, ne-
bezpeci, hladoveéni). AvSak jeho pfitomnost ve velkém métitku mize zpusobit patologické
stavy. Deficit nebo nadbytek kortikosteroidi zptisobuje ztratu neuront, kdy u dlouhodobé zvy-
Sené nervové aktivity (dlouhodoby stres) vede k opotiebovani neuront s naslednym odumie-
nim téchto bunék. Lze to uvést na piikladu dlouhodobé stresové situace: pokud je ¢lovek v silné
stresovém okamziku stava se Casto, Ze po jeho ukonceni Si jej pofadné nepamatuje, podvédomé

vi Ze se néco udalo, ale zpétn¢ si nedokaze cely okamzik dopodrobna vybavit [11].
4.1.1 Vv kortizolu béhem stresu

Jak jiz bylo zminéno vyse, dostava se télo Vv piipad¢ velkého ohrozeni ¢i siln€ nepii-
jemné situace do stavu, kdy je ptipraveno k obran¢. Tato obrannéd odpovéd’ organismu je znama

pod pojmem stresova odpoveéd’ a podle délky se déli na kratkodobou a dlouhodobou [12].

V piipad¢ kratkodobého vystaveni stresu, vysle hypotalamus nervovy vzruch a aktivuje
nadledviny, ty vylou¢i davky katecholamin, jako adrenalin, noradrenalin, kter¢ nasledné zpu-

sobi tachykardii a hypertenzi, diaforézu, zvysi okysli¢ovani krve [12].

U dlouhodobého stresu piichazi na fadu kortizol, ten je vylu¢ovan klasickou HPA ces-
tou. Zpusobi velké mnozstvi fyziologickych kaskad v téle, jako je zvySeni tonusu, srdecniho

tepu, rozsifeni zorni¢ek, termodynamiku organismu (chlad, teplo, poceni) [12].
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4.1.2 Vliv kortizolu na cirkadianni rytmus

Zajimavosti je, ze u kortikoidii dochdzi k postupné pulzujici sekreci béhem dne. I kdyz
velky vliv na sekreci kortizolu ma nervovy systém, tak nadledvina sama o sob& upravuje citli-
vost na ACTH, které nastavi specifické ¢asové intervaly pro maximalni sekreci glukokortiko-
idd. Tomuto procesu Se tfika cyrkadianni rytmus. Nejvyssi sekrece nastdva mezi 4 a 8 hodinou
ranni, kdy dochazi k naprostému vrcholu sekrece kortizolu. Divodem je zejména la¢néni,
kdy télo po spanku nema dostatek glukdzy, proto se vylouci kortizol pro zahajeni glukoneoge-
neze. Nejnizsi koncentrace je pak v noci, méné nez 50 % oproti ranu. V ptipad¢ silné stresové
situace muze dojit ke stavu kdy t€lo vylucuje ve velkém mnozstvi kortizol béhem cel¢ho dne.
Pti tomto stavu dojde k rozruSeni tohoto t€lniho rytmu vedouci k problému se spankem, paméti

a metabolismem [12].
4.1.3 VIiv kortizolu na kardiovaskularni systém

Hlavni funkce kortizolu na kardiovaskularni systém je na principu zvyseni vaznosti angi-
otenzin II a noradenalinu, hormont zvysujici krevni tlak, na o a B receptory hladké a srde¢ni
svaloviny [10]. Tato zvy3ena exprese zapfi¢ini zvyseni prostupnosti Ca®* elektricky dependent-
nich kanalkd (Ca®*je hlavni iont pro stahovani svaloviny), coz vyusti ke zvyseni stahti v buii-
kach hladkého svalstva (svalstvo cév). Dale pak tyto hormony ovliviiuji zvySeni transportu
Na* a K ionti v kardiomyocytech za uéelem zvyseni elektrického vzruchu, coz pak v zavéru

zpusobi zvyseni srde¢niho tepu [10, 12].
4.2 Vliv kortizolu na imunitni systém

Kortikosteroidy jsou imunomodulétory. V organismu neni imunitni buniky, ktera by ne-

byla ovlivnéna kortikosteroidy. S ohledem na imunitni systém, ma Kortizol nékolik funkci,

-----

-----

o zvysuje endocytozni aktivitu,

o zpusobuje akumulaci neutrofilii na zanétlivych mistech,

o zprosttedkovava pirechod mezi Thl na Th2 lymfocyty,

o zprostfedkovava syntézu protizanétlivé latky thymosin, hormonu slouzici
ke zvyseni tvorby lymfocytt [13],

o zprostfedkovava syntézu iterleukinu-1 (IL-1), coZ je cytokin ktery zptisobuje ak-
tivaci neutrofild, aktivaci T-bun€k a produkci dalSich cytokind zprostredkova-
vajicich proliferaci fibroblastti a produkci kolagenu [14],
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e imunosupresivni funkce:
o umoznuje syntézu inhibitora pro tvorbu strukturnich glykoproteind slouzicich
pro oznaceni cizorodého mikroorganismu v téle pro lymfocyty [15],
o jako zprostiedkovatel slouzi k syntéze interleukinu-10, cytokin slouzici k regu-

laci imunitniho systému pfi zanétlivém onemocnénim [16].
4.3 VIiv Kortizolu na metabolismus

K vylouceni kortizolu do krve dojde z diivodu snizené koncentrace glukozy v krvi, na-
sledn¢ ovlivni fadu biochemickych reakei v organech, jako jsou jatra, svaly, tukova tkan a sli-
nivka bfisni. V jatrech vyvola glukoneogenezi a snizi syntézu glykogenu (zasobni cukr). Glu-
koneogeneze je n€kolikero reakci vedoucich k syntéze glukozy, nejcastéji z glukoamino kyse-
lin, laktatu, glycerolu-3-fostatu. Glukoneogeneze zvrati glykolyzu, cytoplazmatickou cestu po-
uzivanou k pteméné glukozy na molekuly pyruvatu. Tato cesta se pouziva k uvolilovani energie
prostfednictvim fosforylace a oxidaéni reakce na Urovni substratu. Na rozdil od glykolyzy
se glukoneogeneze stava aktivni, kdyz t€lo potfebuje energii. Svaly maji vlastni vnitini zdsobu
glykogenu, ktera jim umoziuje rychle reagovat na zmény v pozadavcich na ATP. V ptitomnosti
kortizolu snizuji svalové bunky piijem a spotiebu glukdzy a zvySuji degradaci proteinu. V tu-
kovych tkanich zvysuje kortizol lipolyzu. Lipolyza je katabolicky proces, ktery vede k uvoliio-
vani glycerolu a volnych mastnych kyselin. Tyto volné mastné kyseliny mohou byt pouzity
pii oxidaci B mastnych kyselin a jako zdroj energie pro dalsi bunky, protoze pokracuji v pro-
dukci glukozy. Kortizol také piisobi na pankreas, aby snizoval inzulin a zvySoval glukagon.
Glukagon je peptidovy hormon vylucovany pankreatickymi alfa bunkami ke zvyseni glykoge-
nolyzy jater, glukoneogeneze jater, ketogeneze jater, lipolyzy a také ke sniZeni lipogeneze.

Kortizol zvySuje aktivitu glukagonu, adrenalinu a dalsich katecholaminti [12].
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5 Patologické stavy zptsobené kortizolem

5.1 Hyperkortikalismus

Znamy jako Cushingiv syndrom, je zpiisoben vysokou expozici kortizolu v dlouhém caso-

vém intervalu. RozliSujeme dva druhy téchto syndromu [17]:

e exogenni Cushingliv syndrom:

o je zpusoben vnéjsim piijmem kortikoidl (prasky ¢i roztoky), ktery zvysuje kon-
centraci kortizolu v téle. Tyto kortikoidy jsou ¢asto podavany k autoimunitnim
infekcim, na snizeni vedlejSich Gc€ink1, jako lupus, revmatoidni artritida.

e endogenni Cushingiiv syndrom:
o Je zptusoben nadmérnou produkeci kortizolu v kiife nadledvin, vétSinou kvili na-

doru v této Casti téla, ledvin a podvésku mozkovém.

Mezi nejcastéjsi symptomy tohoto syndromu patii piibirani na vaze, cukrovka, hyper-
tenze, hirsutismus (rtst chloupki u Zen na nezvyklych mistech), celkova slabost a osteopordza

[17].
5.2 Hypokortikalismus

Téz znamy, jako Addisonova nemoc. Pi¢inou je snizena produkce kortikosteroida z nadledvin.

Je zpisoben zejména primarni klirovou nedostatecnosti a sekundarni ktirovou nedostatec-

nosti [12]:

e primarni kiirova nedostatecnost:
o Souvisi zejména s autoimunitnim onemocnénim, jako lupus a dalsi, kdy télo na-
pada vlastni nadledviny.
e Sckundarni kirova nedostate¢nost;
o souvisi s nedostatecnou produkci ACTH z hypofyzy, zpisobeno nadory a za-

néty hypofyzy.
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6 Uvod do analyzy

6.1 Slinny kortizol

Slinny kortizol se d4 povazovat za index volného kortizolu v plazmé. Jeho sledo-
vani ve slinach lze uzit jako nastroj pro fyziologické a diagnostické studie pro funkci HPA osy
nadledvin. Dale jeho aplikaci lze pouzit pro diagnézu Cushingova syndromu. Na obrazku 4
je porovnavana normalni koncentrace kortizolu ve slinach béhem dne, pak pocateéni a pokro-
¢ilé stadium Cushingovy choroby. Tato fakta jsou dilezita pro natasovani odbért vzorkd. Dale
pak znalost referen¢ni hodnoty patii k dalsSimu predpokladu vyhodnoceni vysledk, jak je uve-

deno v tabulce 3[18].

Je nutno podotknout Ze v slinnych zlazach dochazi k sekreci 11p-hydroxysteroid dehyd-
rogenazy, ktera preménuje kortizol na kortizon a chrani tak mineralokortikoidové receptory
(MR) pted vazbou kortizolu. V disledku toho jsou relativni hladiny kortizonu/kortizolu mno-
hem vyssi nez v séru. V praxi je tedy pii chromatografickych metodach, analyzovan i kortizon,
aby se prokazala cela dysfunkce nadledvin. Tato prace je zaméfena zejména na samotny kor-
tizol [7].

Pokrotilé stddium

3°‘m

Pocatecni stadium
choroby

Zdravy jedinec

Slinny kortizol (nmol/L)

24:00 4:‘00 8;00 12I:00 16;00 20;00 24;00
EBS
Obrazek 4 — Grafické vyjadieni koncentrace kortizolu pro zdravou osobou, pocatecni a

pOkrOéilé stadium CUShingovy cho I’Oby Pievzato a upraveno
z:http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.513.4032&rep=rep1&type=pdf

Tabulka 3 — Referen¢ni hodnoty kortizolu v biologickych tekutinach [18]

& Sliny Sérum Mo¢
s ¢ (nmol/l) ¢ (nmol/l) ¢ (nmol/24)
8:00 - 9:00 3,5-27,0 123,0 - 626,0
16:00 - 17:00 1,3-6,0 46,2 - 889,0 59,6 -413
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6.2 Metodika postupu

Obecny postup volby metody zac¢ina stejnymi pravidly, které se déli do nékolika bodd, jak je

uvedeno na obrazku 5. Schéma zaroven predstavuje osnovu, podle které se laboratorni pracov-

nik idi [19].

VOLBA METODY e PRELABORATORNI FAZE

ODEBRANI VZORKU
ZPRACOVANI VZORKU

ANALYZA VZORKU
ZAZNAM VYSLEDKU

ZPRACOVANI ANALYZY e POSTLABORATORNI FAZE

Obrazek 5 — Schéma postupu analyzy inspirace 2: [18]

e PREANALYTICKA FAZE

e ANALYTICKA FAZE

S vyuzitim schématu na obrazku 5, bude postup pro analyzu kortizolu ze slin koncipovan

nasledujicim zptsobem [19]:

odbér slin a odbérova zaiizeni slin,

uchovani vzorku slin,

uprava vzorkd slin,

zpracovani vzorku slin (moznosti extrakénich technik),
poextrakéni Gipravy (odpateni, derivatizace),

vlastni analyza (moznosti chromatografickych technik),

validace metod.
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7 Odbér, uchovani a aprava vzorku slin

Pro zdafilou analyzu Kortizolu je doporu¢eno dodrzovat pted odbérem tato pravi-
dla [20]:

e nekoufit,

¢ minimaln¢ 2 hodiny pied odbérem se zdrzet jidla a kofeinu,

e minimalné 2 hodiny pfed odbérem neprovadét fyzické aktivity,

e minimalné 2 hodiny pted odbérem si necistit zuby, kviili kontaminovani slin krvi,

e t&sné pred odbérem vypit alespon 500 ml vody.
7.1 Odbér a zafizeni k odebirani vzorku slin

Odbér slin spociva predevsim ve slinéni, piipadné zvykani tamponku na pohlceni slin
po urc¢itou dobu [21]. Odebirané mnozstvi se pohybuje od 1 ml az 3 ml v zavislosti na analy-
tické metod€. Pro stimulaci slinéni 1ze pouzit zvykacky (bez cukru) a kyselinu citronovou.
U kyseliny citronové je nutno sledovat pH slin, drastické snizeni pH ovliviiuje vysledky méfeni,
zejména pak u imunoanalytickych metod [22, 23]. Pro zjednoduseni odbéru je mozné vyuzit

specifickych druht zatizeni [24]:
e Versi Sal™

Ma jednorazovy neceluldozovy absorbent, ktery je umistén pod jazyk a je mozno s nim
odebrat piiblizn¢ 1,2 ml slin za 12 min. Po absorpci dostatecného mnozstvi slin se na tichopu
zafizeni zméni barva indikace. Zavérem se zafizeni vlozi do pouzdra, stlaci se uchop a sliny

piejdou do Eppendorfovy zkumavky. Zatizeni je zobrazeno na obrazku 6 [24, 25].

Obrazek 6 — Zarizeni Versi SALTM Prevzato z: [24] .
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e Quantisal™

Ma podobny princip, jako Versi SAL™. Sklada se z celulozového polstarku, ktery je
ptipojen k tchopu s indikatorem. Polstarek je umistén do ust a dochazi k pohlcovani slin.
Pti dokonceni absorpce potfebného objemu slin dojde k barevné zméné indikace. Zatizeni

je zobrazeno na obrazku 7 [24].

i

N
= T
0 T M

Obrazek 7 — Zarizeni Quanti8a|TM Prevzato z: [24] .

e Intercept®

Znamy jako oralni drogovy test. Zafizeni je typoveé podobné jako Quantisal: zvykanim
tamponku se absorbuji sliny. DosaZenim Zadaného objemu slin se zméni indikace na uchopu.

Pouziva se zejména pro dopingovou kontrolu. Zafizeni je zobrazeno na obrazku 8 [24, 26].

e

G —
e

Obrazek 8 — Zarizeni Intercept® picvzto 7 [24] .
o Salivette

Nejznamé;jsi zafizeni pro vzorkovani slin. Vzhledové se nelisi od zkumavky, rozdil je
vV piitomné vnitini nadobce dopInéné o bavinénou vlozku, nebo tampoének. Zvykanim tampének
pohlti 0,2 az 3 ml slin, v zavislosti na typu zafizeni. Pouzdro nadobky je nejcastéji tvoieno

polypropylenem nebo polyethylenem. Vzhled zatizeni je na obrazku 9 [24, 27].

r

Obrazek 9 — Zarizeni Salivette rrevzawo 2 [24] .
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7.2 Uchovani a Gprava vzorki

Po odbéru jsou tamponky se Salivettou bud’ centrifugovany, nebo ulozeny do mrazaku.
Pro ulozeni vzorkd do mrazéku na delsi ¢asovy usek jsou deklarovany teploty, pii kterych ne-
dojde k zasadnim zménam koncentrace kortizolu za ur€ity ¢as. Jedna se konkrétné o teploty

v rozmezi od -20 °C az -80 °C, maximaln¢ po dobu jednoho roku [28, 29].

Dle dostupnych informaci, pfi 18 °C a 4 °C bez jakékoliv upravy slin (centrifugaci
a upravy pH) dochdzi k zasadnimu poklesu koncentrace kortizolu. Pro zvySeni koncentracni
stability se doporucuji sliny centrifugovat, odebrat supernatant, ulozit jej do Eppendorfovy zku-
mavky a piipadné piidat kyselinu trifluoroctovou (pro denaturaci enzymu, bilkovin) a azid

sodny (proti bakterialnimu rustu) [30].
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8 Extrakce

Jedna se o proces, kdy jsou v kontaktu dvé nemisitelné faze (tuha, kapalnd, plynnad), pfi-
¢emz V jedné z nich je nas stanovovany analyt [31] . Analyt je pfeveden do faze, ve které
je mozno jej analyzovat, bez rusivych elementl. Extrakce tuhou fazi je vyuzivana pro extrakci
stanovovanych latek roztoku (slin) promytim a odstranéni rusivych elementti. Dalsi moznosti
je metoda kapalina-kapalina [32]. Témito technikami je mozné extrahovat analyt ze vzorku
z komplikované matrice, jako je naptiklad biologicky material, ktery obsahuje velkou fadu che-
mickych analyt. V dne$ni dob€ se hojn¢ vyuziva extrakce tuhou fazi Pro nizké koncentrace
jsou vyuzivany mikroextrakéni techniky. Z pohledu méteni je faze vlastni piipravy a zpraco-
vani vzorku k méfeni nejdulezitéjsi, nebot’ pro méteni analytu ve velmi komplexnich matricich,
neni lehké z tisict latek méfit konkrétni latky bez extrahovani ze vzorku [31]. Extrak¢ni tech-

niku volime podle typu analytu, matrice, ze které extrakci provadime a chromatografické me-

tody, kterou chceme nasledné pro méfeni pouzit [33].
8.1 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) patii mezi sorpéni techniky, kdy se latky zachytavaji na tuhém
sorbentu, ktery je umistény v kolonce [33]. Vysledkem je pak postupné eluovani analytu vhod-
nym rozpoustédlem. Na obrazku 10 jsou zobrazeny jednotlivé kroky SPE extrakce. Poc¢atkem
je smoceni sorbentu (naptiklad methanolem, ethanolem), poté je vzorek nanesen na a dojde
na ném K zachyceni analytd. Nasledné¢ se kolonka promyje vhodnym rozpoustédlem, ktery od-

strani interference. V zavéru se pak pouzije vhodné rozpoustédlo, které uvolni analyt ze sor-

bentu [31].

SMOCENI VERAVEN] ] ELUCE
SQBENTU VZORKU RS ANALYTU

r 7l

e —_— —p
" 3 k) v a
A" ° ..l B
[ ANALYT » INTENFERENCE * & ‘]
Obrazek 10 — PrinCip metOdy SPE prevzato = https:/iwww.researchgate.net/profile/Dheyaa_Alkarawi2/publica-

tion/312498761/figure/fig3/AS:451913184485378@1484755907109/Stages-of-solid-phase-extraction-SPE.png
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Mezi sorbentem a analytem mohou vzniknout tfi moznosti interakci. Hydrofobni — ne-
polarni interakce, kdy dochazi ke vzniku van der Waalsovych sil a disperznich sil mezi analy-
tem a sorbentem. Dal$im typem je polarni interakce, kdy dochazi ke vzniku dipolového mo-
mentu, vodiky analytu se pfipoji k siln¢ elektronegativnimu prvku sorbentu a vznikne vodikovy
miustek. Jako posledni je iontova interakce za vzniku iontové vazby, kdy se pritahuji opacné
nabité funkéni skupiny analytu. Podle téchto interakci délime zaroven faze do tii skupin: po-

larni faze, nepolarni faze a iontoménicové [34, 35].

Nejznaméjsi sorbentem u polarni faze je silikagel, oxid hlinity, florisil, nebo polarné
modifikovany silikagel, kde funkéni skupinu tvoti CN (nitrily), diol, nebo NH> (aminy). Tyto

sorbenty umoznuji zadrzeni polarnich latek z nevodnych roztokud [34, 35].

U nepolarni faze, znamé Castéji pod pojmem reverzni faze, jsou sorbenty Cis (Okta-
decyl), Cg (oktyl), PH (phenyl-hexyl). Tyto sorbenty se uzivaji K retenci nepolarnich latek
z vodnych roztoka [35].

Posledni skupinou jsou iontové sorbenty, které zpusobuji retenci latek z vodnych roz-
tokl. Jsou to sorbenty obvykle obsahujici funk¢ni skupiny, které jsou vzdy ionizované,

jako kvartérni aminy a sulfonové kyseliny [34, 35].

Pro volbu eluenti/rozpoustédel je na obrazku 11 ilustrovana sila jednotlivych rozpous-
tédel od nejméné polarnich po polarni a naopak. Pokud je sorbent z polarni faze, promyti silnym
nepolarnim organickym rozpoustédlem bude bez vysledku, jelikoz samotny analyt je také po-

larni, nedojde tedy Kk jeho uvolnéni. [35].

Normaélini/polarni faze SLABE Reverznf/nepolarn( faze
Hexan Voda
Isooktan Methanol
Toluen Isopropanol
Chloroform Acetonitril
Dichlormethan Aceton
Tetrahydrofuran Ethylacetat
Diethylether Diethylether
Ethylacetdt Tetrahydrofuran
Aceton Dichlormethan
Acetonitril Chloroform
Isopropanol Toluen
Methanol Isooktan
voda Hexan

SILNE

Obrazek 11 — Rozvaha volby rozpoustédla inspirace 7: [35]
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8.1.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) patii do kategorie extrakénich technik pouzivajici tuhé
sorbenty. Zmeéna oproti klasické SPE je v instrumentaci a pouziti velmi malého mnozstvi sor-
bentu (proto mikroextrakce). Nejcastéjsi uspotradani je s pouzitim polymerniho vlakna, které
ma modifikovany povrch. Toto vlakno je ulozeno v jehle, kdy pfi vpichu jehly do mista se
vzorkem (vialka) se vlakno vysune a dojde k sorpci analytt. Pti ukonceni sorpce se vlakno
zasune zpé€t do jehly a nasleduje desorpcni krok v chromatografu (desorpce teplem v piipadé
GC nebo kapalinou v piipadé HPLC), nebo mezikrok, a to desorpce analytu v rozpoustédle do
dalsi vialky [36, 37].

Jsou dvé zakladni moznosti sorbovani analytu na SPME vlakno. Sorpce v tzv. headspace
prostoru, nebo piimy odbér tzv. direct immersion (pfimé vzorkovani z kapaliny). Sorpce v he-
adspace prostoru se pouziva zejména pro t€kavé latky a ptimé vzorkovani pro latky v kapalném

stavu [36,37].

Sorpci analytu Ize urychlit zahfivanim, pouzitim vice porovitého materialu, michani vzorku.
Dalsi moznosti je ptidani soli, nebo tprava pH, kdy principem téchto iprav je zvySeni polarity
roztoku (zvysi se iontova sila roztoku), nepolarni analyt se takto stane méné rozpustny a do-

chazi k lepsi sorpci [36].
8.1.2 Extrakce tuhou fazi s pouzitim nanovlaken

Extrakce tuhou fazi s pouzitim nanovlaken (PFSPE) spoc¢iva v pouziti nanovlaken jako sor-
bentu. Takova vlakna mohou byt bud’ z polystyrenu, nebo polypyrolu [38, 39]. Tato vlakna
jsou nejcastéji vpravena do $picky plastové stiikacky. Vzorek se nasaje a analyt se zachyti
na sorbentu. Poté se zatla¢i na pist stiikacky a zbytkova matrice je vytlaéena. Nasledné se na-
saje vhodny eluent, ten uvolni analyt ze sorbentu, poté se tlakem pistu analyt vytlaci s rozpous-
tédlem [40].

Metoda se pouziva u postupt, kde je nutny velmi citlivy pristup odebrani a Gpravy
vzorku. To mize byt napiiklad postup, kde se uziva derivatizace s uzitim silnych kyselin, které
mohou ovlivnit chromatografické méfeni. S pouzitim PFSPE je mozno takto vznikly derivati-

zovany analyt z kyselého prostiedi odstranit [41].

Metoda byla pouzita pii extrakci slinného kortizolu, kdy vznika derivat schopny vyza-
fovat fluorescencni zafeni za pouziti kyseliny sirové, jako derivatiza¢niho Cinidla. PFSPE

se pouziva k vyselektovani derivatu pred méfenim a K odstranéni kyselé matrice [41].
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8.2 Extrakce kapalina-kapalina

Pii extrakci kapalina-kapalina (LLE) se pouzivaji dvé navzajem nemisitelna rozpoustédla
a analyt prechazi do toho rozpoustédla, ve kterém je vice rozpustny [42]. Volba extrak¢éniho
¢inidla je opét na zakladé polarity. Piechod analytu mezi fazemi lze urychlit zvétSenim plochy,
nejcastéji ttepanim. Extrakce se nejcastéji provadi v délici nalevee. Pro zakoncentrovani ana-
Iytu po vlastni extrakci je mozné odpafit rozpoustédlo. Odpatovani u steroidd se provadi
bud’ pod vakuem, nebo v proudu dusiku [43, 44]. Zbytek po odpaieni se poté rozpusti ve vhod-
ném rozpoustédle a nasleduje bud’ samotna analyza, nebo dal$i nutné Upravy (derivatizace)

[44].
8.2.1 Podporovana extrakce kapalina-kapalina

Podporovana extrakce kapalinou (SLE) patii mezi klasickou LLE, kdy rozdil je v tom, Ze
celd extrakce probihd v kolonce naplnéné sorbentem (nejcastéji kiemelinou). Tento sorbent ma
tu vlastnost, ze vsakne vodny roztok do sebe a nepolarni analyt ponecha na jeho povrchu. S po-
uzitim vhodného rozpoustédla nasledné dojde k eluovani analytu. Metoda patii mezi LLE z du-
vodu, Ze v dany moment selekce jsou v kontaktu dvé nemisitelné kapalné faze. Vyhoda této
metody spociva ve znaéném snizeni objema rozpoustédel [45, 46]. Prikladem takového roz-

poustédla je MTBE (methyl tert-butyl ether) [45].
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8.3 Aplikace extrak¢nich metod

S uzitim informaci z kapitol (8.1-8.2.1) Ize piejit na samotné extrakéni techniky steroida
véetné kortizolu z biologickych materiald, jako jsou sliny. Uvodem je diileZité zminit chemické

vlastnosti steroidti, zejména pro vybér vhodnych sorbentti a rozpoustédel [35].

Steroidy jsou tvoieny z lipofilnich (hydrofobnich, nepolarnich) steranovych jader,
tato jadra jsou na postrannich fetézcich doplnény hydrofilni skupinou. S uzitim téchto infor-
maci se da fici, Ze jsou do ur€ité miry rozpustné v organickych rozpoustédlech a je mozna ex-
trakce z vodnych prostiedi. Tato skutecnost je spojovana zejména s LLE. Pro extrakci steroida
metodou SPE je dulezit¢é kromé volby vhodného rozpoustédla, zvolit vhodny sorbent,
ktery musi interagovat s analytem. Pro steroidy se nabizeji nepolarni sorbenty, jako je oxid kie-
micity potazeny oktadecylem (C18), oktylem (C8), phenyl-hexylem (PN) a dalsi [35]. Mezi
Casto uzivana rozpoustédla patii zejména hexan, cyklohexan, dichlormethan, chloroform, ethy-
lacetat [35].

Pro analyzu Kortizolu ze slin pomoci chromatografickych technik (UV, fluorescen¢ni,
hmotnostni detekce) se jako extrakéni metody uziva jak SPE, SPME, PFSPE, LLE a SLE.
Pro jednotlivé chromatografické metody budou uvedeny konkrétni extrakéni techniky (ta-
bulka 4; str.41), nutno ale na tvod zminit nejcastéji uzivané sorbenty a rozpoustédla. Jako sor-
bent je nejéastéji uzivan C18, C8 a sorbent zvany HLB (hydrofilni — lipofilni rovnovaha)
[47, 48, 49, 50]. Tento sorbent ma jak polarni, tak nepolarni funkéni skupinu, tato vlastnost
umoziiuje schopnosti interakce s nepolarnimi i polarnimi organickymi molekulami [51]. Pro

kortizol jsou nejcastéjsi volbou u jednotlivych extrakénich technik tato rozpoustédla:

o LLE: dichlormethan, ethylacetat [47] [52],

e SPE: methanol, diethyléther, methanol/kyselina mravenci [47, 48, 53],
e SPME 1% kyselina octova/methanol (50/50) [54],

e PFSPE methanol [41],

e SLE: methyl tert-butyl ether [45].
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9 Poextrakéni tpravy

Po ziskani extraktu nasleduje né¢kolik tiprav pied naslednym métenim. Mezi tyto upravy
patii odpateni rozpoustédla, rozpusténi vysuseného zbytku po extrakci a pfipadna derivatizace
[35].

9.1 Odparteni

Mezi nejcastéji uzivané techniky patiéi odpafovaci techniky za pouziti proudu dusiku

(napft. pii 40 °C) [35, 48, 52, 55].
9.2 Rozpousténi

Pted aplikaci do chromatografu je nutné vysuseny extrakt rozpustit, ¢asto uzivanym roz-

poustédlem je methanol, ethanol, acetonitril/voda, nebo samotna mobilni faze [35, 47, 48, 52].
9.3 Derivatizace

Nekteré metody maji sva specifika pro strukturu stanovované latky, takovym specifikem
muze byt tékavost, teplotni stabilita, pfipadné schopnost vyzafovat fluorescencni zareni
[41, 56, 57]. Je znamo, Ze steroidy tyto skute¢nosti nespliuji [35]. V takovém ptipadé nastupuje
derivatizace, coz je metoda (postup), kdy se ziskd chemicky derivat analytu, ktery splituje pod-
minky pro analyzu. Derivatizace se nejéastéji pouziva u plynové chromatografie, nebo u metod,
kde je principem méteni fluorescencni zafeni. U plynové chromatografie se derivatizace pro-
vadi zejména pro ziskani derivatu analytu, ktery je t€kavy a pii nastiiku do kolony je zplynén.
Nevyhodou téchto reakci je Casova narocnost a udrzovani stalé teploty po dobu derivatizacni
reakce [56, 57]. Zjednodusenim derivatiza¢nich podminek se naskyta uziti derivatizace v mi-
krovlnném poli - MAD na principu vysilani mikrovinnych vIn, které maji funkci udrzovani
reakénich teplot. Oproti klasickym zahifivacim metodam (vodni lazetl) ma tu vyhodu, Ze zahtiva
cely systém soucasné, snizuje reakéni Casy a je automatizovatelna. Pro derivatizaci steroidu
se tento ¢as muze snizit az na 60 S, v zavislosti na reagenciich vystupujicich v reakci [58, 59].
Pavodni Casy a teploty pro klasické derivatiza¢ni techniky pro steroidni latky se fadové pohy-
buji od 30 minut az do 24 hodin za pouziti riznych teplot [57, 60].

Pro plynovou chromatografii se u steroidnich latek k derivatizaci pouzivaji nejcastéji
silyla¢ni ¢inidla za vzniku t€kavych esteri. Vyznamnym silyla¢nim ¢inidlem je N-methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoracetamid (MSTFA) s jodidem amonnym (NHal), dithioerythritolem
a trimethylsilylchloridem (TMSC) [60, 61].
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V soucasné dobé neni dostupna zadna literatura popisujici plynovou chromatografii
po predchozi derivatizaci kortizolu izolovaného ze slin. Jsou vsak popsany metody pro stano-
veni kortizolu v séru. Naptiklad reakce kortizolu s methoxyaminen hydrochloridem v pyridinu
(30 min, 100 °C), kdy po prob&hnuti nasledovala reakce s BSA: N,O-bis(trimethylsilyl)aceta-
mid (2 h, 100 °C) [62]. Dalsi metoda je s uzitim kyseliny heptafluorobutyrové kyseliny-HFBA,
kdy reakce probiha 4 h, pfi pokojové teploté [63].
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10 Chromatografické metody

Principem je rozdéleni slozek vzorku mezi dvé faze: staciondrni a mobilni. Ob& faze
maji sva specifika (napf. polaritu), ktera urCuji integritu s analyty. Mobilni faze ma funkci una-
Seni slozek a stacionarni faze zadrzovani slozek. Diky struktufe analytu a struktufe fazi jsou
n¢které analyty zadrzovany déle nez druhé, timto zptisobem dochazi k separaci slozek a jejich
naslednou identifikaci a kvantifikaci. Tyto separace probihaji nej¢astéji v separacnich kolonach
nebo v plosném usporadani (tenkovrstva chromatografie). Pro steroidni latky se nejcastéji voli
adsorp¢ni kapalinova chromatografie s nepolarnimi sorbenty. Jednotlivé druhy fazi (stacionarni
faze a mobilni faze) jsou vypsany a okomentovany v kapitolach nize a v tabulce 4 (str.41) [31,
32, 35].

Pro analyzu kortizolu ve slinach jsou dostupné nasledujici chromatografické techniky:

e vysokoucinna kapalinova chromatografie se spektrofotometrickou detekci v UV oblasti
(HPLC/UV) [47, 48],

e vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekci (HPLC/FLD) [41],

e vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci v tandemovém uspota-
dani (HPLC/MS-MS) [45, 55],

e tenkovrstva chromatografie (TLC) [64],

e imunochromatografie [65].
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10.1 Kapalinovéa chromatografie

Pokud uzivame mobilni fazi v kapalném skupenstvi, hovofime o kapalinové chromato-
grafii. Princip metody je na zakladé ustanovené rovnovahy analytu mezi mobilni a stacionarni
fazi, kdy na zakladg tdchto rozdilt dochazi k separaci slozek [31, 66]. Casto uzivanymi mobil-
nimi fazemi pro separaci kortizolu v systému HPLC jsou acetonitril/voda v poméru 70/30, nebo
acetonitril/methanol (30/70) [67, 68]. Pro separaci kortizolu se pouziva nejcastéji stacionarni

faze s polymerné vazanym oktadecylem nebo oktylem na oxidu kifemicitém [35 44].
Pro analyzu kortizolu chromatografickymi technikami jsou pouzivany tyto druhy detekce:
e UV — spektrofotometrie v ultrafialové oblasti svétla [47] [48]

Ultrafialova absorp¢ni spektrofotometrie je technika zalozend na métfeni utlumu elektro-
magnetického zafeni absorp¢ni latkou. Tento Gtlum je nejéastéji znam jako absorbance, veli-

Cina, ktera udava kolik svétla je pohlceno analytem (kortizol) [69 70].
e FLD — fluorescencni detekce

Zakladnim piedpokladem pro detekci je vznik fluorescenc¢niho zafeni. Toto zafeni vznika
po excitaci elektronil do vysSich hladin a jejich navratu do ptivodnich hladin. Dulezitym pied-
pokladem pro odliseni fluorescence od dalsich typa zafeni je délka doby zafeni, ktera je v fa-
dech 10®s az 10® s [71]. Samotné steroidni latky nejsou schopny fluoreskovat, proto je nutna
piiprava derivata kortizolu, které vykazuji fluorescenci. Pro piipravu takového derivatu se po-

uziva naptiklad kyselina sirova [41, 72].
e MS — hmotnostni detekce

Principem hmotnostni spektrometrie je interakce nabitych ¢astic s elektrickym nebo mag-
netickym polem ve vakuu. Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi ¢asti: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj slouZi k ptevedeni neutralnich molekul
analytu na nabité Gastice (tzv. ionizace) [73]. Casto uzivanym iontovym zdrojem pro steroidni
analyzu pomoci LC je zejména elektrosprejova ionizace (ESI) a u GC elektronova ionizace
(EI) [49]. U hmotnostnich analyzatort, kde dochazi k separaci iontii na zakladé poméru hmot-
nosti k ndboji (m/z) se nejcastéji pouzivaji analyzatory kvadrupolové, trojité kvadrupdlové

(QqQ), kvadrupdlové iontové pasti (QTrap), tandemové usporadani (MS/MS) [56, 73].
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10.2 Tenkovrstva chromatografie

Tento druh chromatografie ma stejny princip jako piedeslé chromatografické techniky,
kdy opét dochazi k rovnovaznému ustanovovani analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Rozdil
oproti predeslym metodam je, ze déleni smési probiha na tenké ploSe pokryté sorbentem. Ten-

kovrstva chromatografie se nejcastéji pouziva pro kvalitativni analyzu [74].

Pro steroidy se uziva jako stacionarni zejména silikagel a mobilni faze jsou nejcastéji
chloroform/ethanol/voda. Pro zvyraznéni vizualizace se pouziva kyselina sirova, ktera vytvofi
v mistech kontaktu s kortizolem hnédé/spalené skvrny. Podle vzdalenosti téchto skvrn od startu
se ur¢i dany typ analytu. Pokud se tyto skvrny ozaii UV lampou, dojde k vyzateni fluorescence,
ktera umozni lepsi odecet vysledku separovanych analyti. Metoda se pouziva zejména pro kva-

litativni analyzu [64].
10.3 Imunochromatografické metody

Jedna se o imunoanalytické metody, které spocivaji v ptitomnosti antigenu a protilatky
za vzniku imunokomplexii. U této metody dochézi k déleni latek na tuhé fazi nasycené kapali-
nou. Tuhé faze je nejCastéji tvorena celulozou. Analyzy jsou hojné provadény ve formée stript
a kazet. Tyto kazety jsou tvofeny startovaci ploskou, konjugacni, testovaci a kontrolni zonou.

[75].

V piipad¢ kortizolu se jedna o typ stripu, ktery je v tzv. kompetitivnim uspotadani.
V misté nanaseného analytu jsou protilatky znacené nejcastéji koloidnim zlatem, tyto protilatky
jsou specifické proti analytu (kortizol). V misté jejich stietu dojde ke vzniku imunokomplexu,
ktery je dal unasen smérem k testovaci zoné. Zde je pevné zafixovana synteticka molekula an-
tigenu (synteticky Kkortizol). Pokud jsou veskeré molekuly stanovovaného antigenu vyvazany
na znacenych protilatkdch zlatem, v testovaci zoné€ nedojde k barevné indikaci. V ptipadé to-
hoto stavu lze fici, Ze vzorek je pozitivni. Kortizol se v tomto uspofadani chova jako antigen,
jako protilatka se uziva albumin znac¢eny nanocasticemi ze zlata, test zabira pouhych 10 min,

nejnizsi koncentrace na prikaz (v imunologii hodnota zvana cut off) ¢ini 10 ng/ml [65].
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10.4 Plynova chromatografie

Analyza slinného kortizolu pomoci plynové chromatografie neni v soucasné dob¢ do-
stupna, piesto jsou dohledatelné informace pro stanoveni kortizolu v séru a moc¢i. S pouzitim
téchto informaci je mozna budouci analyza kortizolu ve slinach s pouzitim plynové chromato-
grafie. Nize jsou uvedeny zakladni charakteristiky pro sérum, zejména pak v tabulce 5 na str. 43
[63, 76].

Plynova chromatografie (GC) nese nazev podle pouzivané mobilni faze, kdy nosi¢em
je plyn. Princip je zalozen na ustanoveni rovnovazné koncentrace analytu mezi stacionarni
a mobilni fazi [32, 66]. Jako nosné plyny se nejcastéji uzivaji helium a dusik [32]. Ptikladem
stacionarni faze muze byt dimethylpolysiloxan, 5 % phenyl s 95 % methylpolysiloxanem, me-
thylsiloxan [61]. Odlisnost od kapalinové chromatografie (LC) je v pouzité mobilni fazi, zply-
néni vzorku pfi nastiiku, vysokych teplotach a délkach kolon, které u GC dosahuji v fadech
desitek metrd (az 30 m), kdezto u LC jsou v fadech centimetrti (10-30) [77]. Plynova chroma-
tografie je nejcastéji spojovana hmotnostni detekci (MS) s elektronovou ionizaci. Nejcastéji
pouzivané jsou hmotnostni analyzatory kvadrupolové jak v jednoduchém, tak v tandemovém

uspotadani a TOF [56, 66].

10.5 Aplikace metod

V tabulce 4 jsou uvedeny dostupné metody pro stanoveni kortizolu ve slinach pomoci
kapalinové chromatografie a v tabulce 5 pro plynovou chromatografii pro stanoveni v séru.
Jako hodnotici kritérium kvality provedené metody je uveden limit detekce, patiici mezi hod-
notici kritérium pouzité metody. Definice tohoto parametru zni: jedna se o nejnizsi koncentrace

analytu, ktera muze byt danou metodou detekovana na stanovené trovni spolehlivosti [78].
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Tabulka 4 — Pi‘ehled metod pro stanoveni kortizolu ze slin

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE SE SPEKTROFOTOMETRICKOU DETEKCI

Mnozstvi vzorku pro zpracovani | Extrakce Derivatizace Metoda LOD |Zdroj
1ml LLE - HPLC/ UV 1 [47]
dichlormethan kolona: C18 ng/ml
mobilni faze: izokraticka; acetonitril/voda (35/65)
A =240 nm
1ml SPE C18 - HPLC/UV 3 [47]
methanol kolona: C18 ng/ml
mobilni faze: izokraticka; acetonitril/voda (35/65)
A =240 nm
2ml SPE C18 - HPLC/UV 40 [48]
diethyléther kolona: HS F5 pg/ml
mobilni faze: izokraticka; acetonitril/voda (27/73)
A =254 nm
KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S FLUORIMETRICKOU DETEKCI
Mnozstvi vzorku | | Extrakce Derivatizace Il Extrakce Metoda LOD
pro zpracovani
2ml LLE I. kyselina sirova/ethanol PFSPE polystyren HPLC/ FLD 10 [41]
ethylacetat | (70/30); 30 s vortex methanol kolona:C18 ng/ml
II. inkubace 70 °C; 2 min mobilni faze: izokraticka; roztok acetatu amon-
ného/methanol (30/70) + kyselina fosfore¢na
(PH=15)
A=370 a 380 nm
KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNI DETEKCI
Mnozstvi vzorku pro zpracovani | Extrakce Derivatizace Metoda LOD Zdroje
2ml LLE - HPLC-MS/MS 0,1 [52]
ethylacetat kolona: C18 ng/ml

mobilni faze: izokraticka; 2 mM roztok octan
amonny/0,1 % kyselina mraven¢i + 2 mM roztok
methanol/octan amonny
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3ml SLE - HPLC-MS/MS 0,2 [45]
MTBE kolona: C18 ng/ml
mobilni faze: izokratickd; ACN/0,01 % kyselina
mravenci (40/60)
200 pl SPME (DVB) - HPLC-MS 5 [54]
1 % kyselina octova/methanol kolona: C8 pg/ml
(50/50) mobilni faze: izokraticka; 1 % kyselina oc-
tova/methanol (50/50)
1ml I. SPEHLB - HPLC-MS/MS 11 [53]
methanol kolona: C18 pag/ml
Il. SPE (C18) mobilni faze: gradientova; methanol/kyselina mra-
methanol/0,1 % kyselina mra- venci
venci
100 pl LLE - HPLC-MS/MS 25 [79]
dichlormethan kolona: C18 pg/ml
Mmobilni faze: gradientova; voda/methanol
1ml SPE HLB - UHPLC-MS/MS 51 [80]
methanol kolona: C18 pg/ml
Mmobilni faze: gradientova:
I roztok H20 + 0,1 % kyselina mravenci
Il roztok methanolu + 0,1 % kyselina mravenc¢i
200 pl SPE C-18 HMP + TFA + ETHANOL HPLC/MS-MS 2 [81]
0,1 % kyselina mravenci + (60 °C, 60 min) kolona: C18 pg/ml
ACN Mmobilni faze: gradientova;
I roztok 0,1 % kyselina mravenci + voda
Il roztok 0,1 % kyselina mravenéi + ACN
TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE
Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Zdroje
nH; chloroform/ethanol (95/5), zavérem postiik H2SO4 fluorescenc¢ni zafeni
diol chloroform denzitometricky [64]
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Tabulka 5 — Pirehled metod pro stanoveni kortizolu pomoci plynové chromatografie v séru

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Uprava vzorku Extrakce Derivatizace Metoda Zdroje
pH=1,5 SPE HLB S GC/MS

0,5 % kyselina fosfore¢na methanol/voda (70:30) aceton + HFBA (4 h, pokojov teplota) nosny plyn: helium [63]
pH=9,5 LLE . . _0O-

1 M NaOH + 0,2 M uhlicitanovy | n-hexan/ethylacetat MASTEA S NHal + dithioerythritol oc QMS [76]
oufr (70/30) (30 min, ) nosny plyn: helium
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ZAVER

Kortizol patii mezi hormony s rozsahlou ptisobnosti. Jeho piisobeni ptedstavuje vyraz-
nou soucast metabolickych drah, bunék i celych tkani. Pomaha zvySovat nervovou aktivitu
v nebezpeci, zprostiedkovava zisk energie, umoznuje zvladat stres, aktivuje imunitni systém,
je soucasti syntézy dulezitych enzymi hormont a proteint. V soucasné dobé¢, kdy je témér
kazdy neustale vystaven stresovym situacim, nekvalitnimu stravovani, nedostatku odpocinku,
dochazi ke znaénym patologickym problémtm souvisejicich s kortizolem, které mohou mit fa-

talni nasledky pti pozdni diagnostice.

Proto se pfistupuje k novym inovativnim metodam jako je analyza ze slin, kterou uleh-
¢uje n€kolik aspektt, jako je naptiklad odebirani vzorkl bez nutné pritomnosti zdravotnického
personalu, pfitomnost pouze volného kortizolu ve slinach bez globulinti, ktery odrazi funk¢nost
nadledvin, zna¢na koncentra¢ni stabilita kortizolu po delsi ¢asovy usek pii riznych teplotach

a témét zadna specialni Gprava slin pied selekci kortizolu ze slin extrakénimi technikami.

Jelikoz sliny jsou biologicky material, ktery obsahuje velké mnozZstvi interferujicich
analytd, pro jejich odstranéni se pouzivaji extrakéni techniky. Mezi nejéastéji uzivané metody
extrakce patii extrakce tuhou fazi a extrakce kapalina-kapalina. Ob& zminéné extrakéni tech-
niky jsou vhodné, nebot’ detekcni limity dosahovaly k niz§im koncentracnim hodnotam, nez

jsou referencni hodnoty kortizolu ve slinach. Jako dalsi moznosti je pouziti specidlnich technik

pro extrakci, jako je SPME, PFSPE a SLE.

K vlastnimu stanoveni kortizolu ze slin patii ve velké mife chromatografické metody.
Mezi hlavni typy pro stanoveni kortizolu ve slinach je zejména kapalinova chromatografie s UV
a hmotnostni detekci. S novodobym vyuZitim vysokou¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci je moZzno dosdhnout koncentraci az v fadech desetin pg/ml. Jako hlavni
vyhoda téchto metod je vysoka specificita, kdy s pouzitim vhodnych kolon a mobilnich fazi je

mozno dosahnout opravdu kvalitnich vysledkd.
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