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1. Uvod

Detekce a kvantifikace biomolekul je v poslednich
50 letech stale v poptedi zajmu. Jednim z hlavnich divodu
je potfeba méfeni piesnych koncentraci téchto molekul
v oblasti mediciny. Pro ucely humanni i veterinarni medi-
ciny se tradicné pouZzivaji imunochemické metody, jejichz
hlavni rozkvét spada do 80.-90. let. V soucasné dob¢ do-
chazi kurcité renesanci imunochemickych metod, a to
diky jejich nizké cené a novym formatim souprav, které
umoznuji miniaturizaci a pouziti v terénu. K tradi¢nim
imunochemickym metodikdm se v prub&hu poslednich
20 let pridaly metody zalozené na kombinaci chromatogra-
fie a hmotnostni spektrometrie a v soucasné dob&é imuno-
chemickym metoddm konkuruji jiz i v rutinnich, pfede-
v§im zdravotnickych laboratofich. Jsou tyto nové metody
nezbytnosti nebo jsou jen doplitkem stavajiciho spektra
vysetfeni? Na tuto otdzku neni jednoznacna odpovéd’,
nicméné cilem ¢lanku je ilustrace situace na piikladu mé-
feni jednoho ze steroidnich hormonti, konkrétné kortizolu.
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2. Role kortizolu v organismu a vliv
cirkadiannich rytmi na jeho hladiny

Kortizol je jednim ze steroidnich hormont, ktery
reguluje dalezité zivotni procesy organismu. Patii do sku-
piny glukokortikoidli, hormonii produkovanych kiirou
nadledvin. Receptory pro kortizol lze nalézt ve vétSing
bunék organismu savci, u kterych ma kortizol celou fadu
funkci. Jako priklad 1ze uvést regulaci hladiny glukosy,
hladiny elektrolytd, ovlivnéni imunologickych procest,
kardiovaskularni aktivity a mozkovych funkci. Problema-
tikou spravného a reprodukovatelného stanoveni kortizolu
v matricich Zivo¢iSného plvodu se laboratofe zabyvaji
desitky let, piesto stale zlistava celd fada nevyieSenych
problémil. Problém nespociva v molekule jako takové, ta
je samoziejmé znama4, jednoznaéné definovana, stanovitel-
na bez vétSich problémt celou fadou analytickych technik.
Problémem spiSe zlstava samotny odbér vzorku, resp.
nacasovani tohoto odbéru. Hladiny kortizolu, jak
v organismu primatd vcetné cloveka, tak i dalSich savcl
(napf. pst nebo kocek) podléhaji mnoha vykyvim bé¢hem
aktivni ¢asti dne i béhem roc¢nich obdobi. Rytmus, se kte-
rym je kortizol vylucovan, je regulovan tzv. hlavnim cir-
kadiannim oscilatorem, ktery se nachazi v hypothalamu.
Zdravi jedinci pak maji nasledujici prabéh dennich resp.
no¢nich hladin kortizolu: velmi nizka koncentrace kortizo-
lu v noci, uvadi se ¢asto i nulové hodnoty kolem pilnoci,
vysoké ranni maximum spojené se zahajenim denni aktivi-
ty a slunecnim svitem a postupny pokles hladin béhem
dne'. Hlavni koncentraéni pik je tedy shodny pfiblizn& se
zaCatkem aktivniho denniho zivota, tedy u lidi s rannim
vstavanim. Dlouhou dobu pfevladal nazor, Ze syntéza
a sekrece tohoto hormonu je regulovana vyhradné zpétno-
vazebné hypothalamo-hypofyzarni osou. V dalSich publi-
kacich™® pfevladd nazor, Ze soubézn& s timto mechanis-
mem se uplatiiuji dalsi regulacni mechanismy a ty jsou
hlavni pfi¢inou diurnalniho cyklu (diurnalni cyklus = cyk-
lus opakujici se s periodou 24 hodin) kortizolu. Jako pod-
pora této teorie slouzi i zaznam hladin kortizolu u pacienttl
s uritymi endokrinologickymi poruchami, spojenymi
s abnormalni sekreci kortizolu®. U t&chto pacienti dochazi
ktomu, ze symptomy onemocnéni se projevuji jen
v uritych dennich hodinach, zatimco po zbytek dne jsou
pacienti bez symptomu choroby. Kromé vyzev vyvstavaji-
cich pfi stanovovéani kortizolu v riznych biologickych
vzorcich tedy jiz do vyvoje novych diagnostickych postu-
pl vstupuje i snaha o vyvinuti metody, kterd by byla
schopna kromé& samotného stanoveni hladiny kortizolu ve
vzorku i pomoci v ur€eni zavislosti hladin kortizolu na
cirkadiannich rytmech’.

Situace je navic komplikovana skuteénosti, ze hladiny
kortizolu nesouvisi s denni dobou jako takovou, ale
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s dobou, kdy pacient nebo modelovy organismus (zvife)
vstava a za¢ne byt po spanku aktivni nebo, a to je pfedmeé-
tem soucasného zkoumdni, Ze kortizol (a melatonin) je
secernovan v zavislosti na vilnové délce a intenzité svétla,
kterému je organismus vystaven. Autofi West a spol. pu-
blikovali vysledky studie®, ve které pacienty, zotavujici se
z infarktu myokardu, podrobili fototerapii modrym svét-
lem definované vinové délky a intenzity. Podle této studie
pak kortizol, na rozdil od melatoninu, neni uvoliiovan do
ob¢hu v zévislosti na denni nebo no¢ni dobé¢, ale v pfimé
souvislosti se zménou intenzity a barvy svétla, pficemz
citlivost na intenzitu svétla a vlnovou délku je vyssi rano
aniz§i veCer. Vyplyva ztoho, Ze odpoledne organismus
reaguje na zmény intenzity a barvy svétla zménou sekrece
kortizolu pomérné€ malo, zatimco v rannich a dopolednich
hodinach je odpovéd’ na intenzitu a barvu svétla velice
vyrazna.

3. Kortizol jako analyt — formy vyskytu
v riiznych biologickych vzorcich

Materialy, ze kterych se v oblasti biologie/humanni
mediciny kortizol nejCastéji stanovuje, jsou: krev, resp.
sérum n. plazma, mo¢ a sliny’, v posledni dobé jsou ve
fazi testovani soupravy pro stanoveni kortizolu ve vlasech.
V zivych organismech se kortizol nachazi ve dvou for-
mach, a to jako vazany na vazebny protein a jako volny —
bez vazby na jinou molekulu. V nékterych analytickych
systémech a v nékterych biologickych materialech je moz-
né detegovat pouze jeden z téchto typt, napft. u salivarnich
souprav pro stanoveni kortizolu (stanoveni kortizolu ve
slinach) se jedna vzdy o kortizol volny, u imunochemic-
kych souprav konstruovanych pro pouziti séra/plazmy se
jedna vétsinou o kortizol celkovy, tedy jak o kortizol vol-
ny, tak i kortizol vazany na vazebné bilkoviny. Kortizol je
vazan bud’ na specifickou kortizol-vazajici bilkovinu nebo
na albumin. Kortizol-vazajici bilkovina ma vuci kortizolu
nizkou vazebnou kapacitu, ale vysokou afinitu. Oproti
tomu albumin ma ke kortizolu nizkou afinitu, ale disponu-
je vysokou kapacitou pro vazbu kortizolu. Albumin je
bilkovinou, ktera v ramci organismu vaze celou fadu bio-
logicky aktivnich latek a je vSeobecné znama.

Druhou vazebnou bilkovinou pro kortizol je glyko-
protein, patfici mezi proteasy, znamy pod synonymy korti-
kosteroidy-vazajici globulin, serpinA6 nebo transkortin.
Jako vsechny serpiny, i transkortin existuje v nékolika
konformacich, které maji piimou souvislost s jeho funkci®.

Transkortin tedy neslouzi jen k pouhému transportu
steroidu, ale ma v organismu aktivni Glohu sdm o sobg¢, je
napf. takzvanym sebevrazednym substratem pro elastasu
tvofenou v neutrofilech béhem zanétlivého procesu. Pri
konformacénich zménéch transkortinu, ke kterym dochézi
v navaznosti na Stépeni urCitych oblasti serpinu, klesa
schopnost vazby transkortinu na steroid. Tento mechanis-
mus je v soucasné dob¢ hlavni hypotetickou metodou pro
vysvétleni protizanétlivého uginku steroidi®.

V diagnostickém procesu se uplatiiuje jak stanoveni
celkového kortizolu, tak i stanoveni kortizolu volného,
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pfi¢emz vybér typu stanoveni se provadi s ohledem na
diagnostické ucely.

4. Endokrinopatie spojené s poruchami
sekrece kortizolu a jejich diagnostika

Hyperkortizolismus nebo hypokortizolismus ptedsta-
vuji u ¢lovéka méné Cetnou skupinu endokrinopatii napfi-
klad ve srovnani sporuchami S§titné Zlazy. Incidence
Cushingovy choroby (hyperkortizolismus) je odhadovana
na 5 az 25 ptipadt na 1 milion obyvatel rocné. Ve veteri-
narni medicing je prekvapivé Cushingliv syndrom nejcas-
t&j$i endokrinopatii u pst a jeho diagnoza i terapie je stale
7ivé diskutovanym tématem ve veterinarni literatuie’.
Diagnézu Cushingovy choroby v huménni mediciné navic
komplikuje skutecnost, Ze klinicko-patologické piiznaky
tohoto onemocnéni se mohou objevit i u pacientdi, ktefi
syndromem ve skutecnosti netrpi a vykazuji pfiznaky
z jinych divodi (takovym divodem miize byt napf. alko-
holismus) — takové piipady jsou souhrnné v literatufe na-
zvany ,,pseudo-Cushingiv syndrom®“ (PCS) a jejich dia-
gnostické odliseni od klasické Cushingovy choroby je
aktualné feSené téma v odborné literatuie'™'’. Obecné
symptomy Cushingovy choroby zahrnuji nabyvani na vé-
ze, hypertenzi, osteopordzu, ,,papirovou kuzi“ a snadnou
tvorbu modfin, pficemz pfi spravné diagnoze, a tedy opti-
malni volbé terapie onemocnéni, dochazi obvykle u paci-
entli krom¢& normalizace klinickych parametri ke vSeobec-
nému zvySeni kvality zivota a celkové delsi dob¢ dozi-
ti'*13. Volba spravné terapie viak mimo jiné zavisi pravé
na odliSeni od PCS.

Vyskyt Cushingova syndromu s ektopickou sekreci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) je nejéastéjsi
mezi pacienty s malobunéénym karcinomem plic, kde se
uvadi vyskyt u asi 1 % nemocnych'. Incidence hypokor-
tizolismu je odhadovana asi na 5 pfipadt na 100 000 oby-
vatel za rok. Pfi¢inami vzniku této poruchy byva selhani
nadledvin, ke kterému dochazi nejcastéji kvili autoimunit-
nim potizim pacienta nebo miize byt zplisobeno nedostat-
kem ACTH. Sekundarni poruchy v produkci kortizolu
souvisi s rlznymi typy poSkozeni hypothalamo-
hypofyzarni drahy, napt. nadorem, meningitidou, krvace-
nim a podobné.

V diagnostice obou typtu endokrinopatii se uplatiuje
meéfeni kortizolu, a to jak méfeni tzv. bazalni
(nestimulované nebo nesuprimované) hladiny, tak i méfeni
kortizolu pfi funkénich testech. Dale se vySetfeni déli na
screeningova, aplikovana pfi podezieni na danou poruchu,
a specializovand, pii pozitivnim vysledku screeningového
testu. Zlatym standardem pro testovani adrenalni nedosta-
tecnosti je tzv. inzulinovy tolerancni test, ktery je uzitecny
zejména pro detekci sekundéarni adrenalni nedostatecnosti.
Spociva v intravenéznim podani inzulinu (davka je zavisla
na véze pacienta) za u¢elem vyvolani hypoglykemie'®. Pii
hypoglykemii u zdravych pacientd dochazi ke zvySené
produkci kortizolu, u pacientll s Cushingovym syndromem
ke zvysené produkei kortizolu zpravidla nedochézi'®. Ten-
to test ma své uskali, zejména v podob¢ samotné hypogly-
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kemie, ktera s sebou nese zdravotni rizika pro testované¢ho
pacienta. Z tohoto divodu se nedoporucuje zejména oso-
bam starSim, u kterych hrozi zachvaty kie¢i a u osob
s onemocnénim srdce'’. 1 pfes znamé nevyhody je test
v humdanni medicin€ dodnes velmi ¢asto pouzivan. Specia-
lizovana vySetieni jsou pfedevsim tzv. funkéni testy, které
spocivaji ve stanoveni bazalni hladiny hormonu a ve sta-
noveni stejného hormonu po podani biologicky ucinné
latky, ktera stimuluje nebo potlac¢uje uvoliiovani hormonu
do ob¢hu.

Pro diagnostiku nadmérné produkce kortizolu u paci-
entll s pozitivnim screeningovym vySetfenim se, vedle
dalsich metod, v humdnni i veterindrni mediciné nejcastéji
pouZiva tzv. dexametazonovy test'!, ktery by mohl hrat
vyznamnou roli i pfi odliSovani pacientii s Cushingovym
syndromem od pacientdl trpicich PCS (cit.')). Spogiva
v podani urcit¢ davky léCiva dexametazonu, pricemz
v reakei na tento podnét dojde k supresi hladiny kortizolu
organismem. Obracen¢ pii diagnostice hypokortizolismu
se Casto pouzivd ACTH stimulacni test, pfi kterém je paci-
entovi aplikovana latka, jejimz ptisobenim dojde ke zvyse-
ni produkce kortizolu (pouzitou latkou byva nejcastéji
Synacthen, uméle pripravena latka, kterd se v organismu
chova stejné jako ACTH).

Nekteré staty (napt. Japonsko) maji dostupné, zavaz-
né, publikované, celostatni standardy postupu pfi diagnos-
tice endokrinopatii spojenych s nadmérnou nebo nedosta-
te¢nou produkcei kortizolu. Jiné se piidrzuji standardd vy-
davanych autoritami v daném oboru. Pro stanoveni kor-
tizolu pfi diagnostice endokrinopatii je nejcastéji citovana
prace'’,ve které autofi doporuduji provadéni stanoveni
hladiny kortizolu ve vzorku séra odebraného o pilnoci.
Naopak podle doporuc¢eni Endocrine society screeningova
vysetfeni zahrnuji i funkéni test a opomijeji zcela testy ze
séra®®?!'. V recentnim &lanku &eskych autort byly v ramci
diagnostiky Cushingova syndromu nalezeny abnormalni
hladiny desitek latek steroidni povahy, coz je vSak spise
poznatek zoblasti zakladniho vyzkumu nez z oblas-
ti aplikované diagnostiky**. Navzdory rtiznym nazoriim na
metodiku diagnostického procesu, z chemického pohledu
je zarazejici jiny fakt, a to pozadavek na instrumentaci
testl. V poslednich letech se ve stanovovani latek steroidni
povahy dostaly do popiedi zajmu metody, které byly diive
pro bé&znou klinickou praxi vyjimkou — k tomuto vyvoji
prispél hlavné rozvoj lepsSich a citlivgjSich pfistrojii
aobecn¢ znatny technologicky vyvoj pouzitych me-
tod**?*. V disledku tohoto vyvoje tak pievlada pozadavek
na stanoveni pomoci HPLC, popt. LC-MS/MS (cit.”>?),
ato iv pfipadech, kdy alternativni imunochemicka stano-
veni poskytuji vysledky s podobnym detekénim limitem
i srovnatelnymi, nebo lepSimi inter- a intra-variaénimi
koeficienty (coefficient of variation, CV). Pojmy inter-
a intra-assay CV si pro dalsi text tohoto ¢lanku zaslouzi
kratké vysvétleni. Variacni koeficient je obecné definovan
jako podil smérodatné odchylky setu méteni a aritmetické-
ho priméru tohoto setu méfeni. V imunologii je nejcastéji
pouzivan pro vyjadfeni pfesnosti méfeni. Inter-assay CV
vyjadiuje konzistenci vysledkl ziskanych pii provadeéni
stejného experimentu na vice soupravach — napf. pii analy-
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ze velkého mnozstvi vzorkii pomoci enzymové imunoana-
lyzy (ELISA), pfi které nestaci jedna desticka na v§echny
vzorky. Kazdé desticka pak bude mit své vlastni standardy
na kalibraci soupravy a obvykle i set kontrol s vysokou
a nizkou koncentraci analytu. Inter-assay CV je pak stano-
ven jako primér variaCnich koeficientli vysokych a niz-
kych kontrol napfi¢ pouzitymi destiCkami. Intra-assay CV
vyjadiuje konzistenci vysledkti ziskanych pii opakovaném
provadéni experimentu za stejnych podminek stejnym
operatorem 1izplisobem, tedy napf. stanoveni analytu
v jednom vzorku na stejné ELISA desti¢ce vicekrat za sebou.
Jedna se tedy de facto o vyjadieni opakovatelnosti. Imuno-
chemicka stanoveni také konkuruji HPLC a LC-MS/MS
metodam neporovnatelné lepsi cenou za vysledek pouzi-
telny pro klinicko-diagnostickou praxi. V neposledni fadé
je tfeba také poukdzat na skutecnost, ze krom¢ mnoho-
nasobné vyssi ceny za stanoveni pomoci instrumentalné-
analytickych metod je z literatury zfejmé, Ze pro dosazeni
kvality stanoveni srovnatelné s imunochemickymi metoda-
mi si LC-MS/MS pfi stanovovani kortizolu, zejména
v mo¢i, zada i naro¢nou Upravu vzorkd pied samotnou
analyzou, coz dale zvySuje vSeobecnou naro¢nost tohoto
piistupu®” . Je tieba zminit, Ze se nékteré studie snazi
zdlraznit opak, tedy Ze zrovna jejich varianta LC-MS/MS
se vyznacuje minimalni preanalytickou upravou vzorkt —
ale takovato tvrzeni se v publikované literatuie zdaji byt
v mens$ing, pro piiklad je zde uveden ¢lanek z roku 2010
(cit.*®). Tato tvrzeni jsou pro prehlednost dolozena nasle-
dujicim ptikladem vySe zminéného schématu pro scree-
ning hyperkortizolismu dle literatury®®, kdy pii screenin-
govém vySetfeni majicim za tUkol zachytit pacienty
s hyperadrenokorticismem byvéa v klinické praxi pouzita
jedna, Casto vSak i dvé nebo vSechny tfi (dle rozhodnuti
1ékare) uvedené metody. Pro upfesnéni pouzité terminolo-
gie: vtomto ¢lanku je pojem ,cut-off pouzivan jako
oznaceni pro hrani¢ni koncentraci, pii které je vysledek
testu jesté povazovan za normalni. Pfi hodnotach vyssich
nez je ,,cut-off je vysledek testu vyhodnocen jako abnor-
malni.

1. metoda: supresni test s 1 mg dexametazonu (DST),

Lcut-off 50-138 nmol 1! po supresi,

2. metoda: tzv. stanoveni no¢niho kortizolu ve slinach

(LNSC) — volny kortizol ze vzorku slin odebranych

v dobé kolem 24. hodiny no¢ni, ,,cut-off* 14,46 nmol I,
3. metoda: volny kortizol vmoc¢i sbirané 24 hodin

(UFC) s pozadavkem na méfeni LC-MS/MS, ,,cut-

off* 170 nmol 1",

V Ceské republice jsou k dispozici doporugeni pro
diagnostiku, napf. na webovych strankich®'. Ve vyse uve-
denych zdrojich je tfeba upozornit na dvé skuteCnosti,
které v predchozim textu jesté nebyly jednoznacné sdéle-
ny. Autofi schématu pro screening a diagnostiku Cushin-
gova syndromu zduraziuji u stanovovani volného moco-
vého kortizolu nutnost kompletniho 24hodinového sbéru
moci, a to tak, aby celkovy objem a mocova koncentrace
kreatininu byla adekvatni. Déle je také zajimava skutecnost,
ze stanoveni noc¢niho slinného kortizolu pomoci ELISA
v kombinaci s LC-MS/MS je, podle n&kolika studii***,
zfejmée spolehlivé pro diagnostiku, nebot’ zdravi pacienti
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maji koncentraci salivarniho kortizolu pted spanim (kolem
ptlnoci) zpravidla nizsi nez 4 mmol I"'. Studie zabyvajici
se metodou LC-MS/MS pro stanoveni salivarniho kortizo-
lu prfitom uvadi pro tuto metodu hodnotu ,cut-off*
2,4 nmol I'!, pfi které autoii ¢lanku uvadi senzitivitu meto-
dy na 100 % a specificitu na 98 % pro diagnostiku Cushin-
gova syndromu™. Ani se ale nejedna o pfili§ vyrazné zlep-
Seni parametrii analyzy oproti imunochemickym metodam
(viz porovnani s tdaji v tab. I).

5. Souhrn analytickych metod pouzivanych
pFi stanoveni kortizolu, interference
pri méfeni

Soucasné analytické moznosti stanoveni kortizolu
zahrnuji nasledujici nejpouzivanéjsi metody: HPLC, popf.
LC/MS-MS a imunochemické metody.

Meze detekcee a inter- resp. intra-assay CV pro jednot-
livé metodiky jsou uvedeny v tab. I. zpracované dle cit.>*.
a také v nékterych piipadech relativné vyznamné ovliviuji
stanovovani kortizolu v biologickych vzorcich, jsou vy-
jmenovany nize, pro lepsi pfehlednost textu jsou uvedeny
formou seznamu. Autofi jedné ze studii zabyvajicich se
problematikou vné&jSich vlivi na hodnoty kortizolu
v biologickych vzorcich upozornili i na dalsi okolnosti,
které hladiny kortizolu i dalSich steroid v biologickych
vzorcich ovliviiuji, ale neni mozné je jednoduse
zménit — jako nejvyraznéjsi vlivy totiz jejich studie vyhod-
notila pohlavi a v&k®. Tyto faktory je viak potieba spise
brat v potaz v prubehu celého diagnostického postupu
a upravovat podle nich oc¢ekavané vysledky (je znamo, ze
pacient je kufak — nebude ocekavano naméfeni stejnych
vysledkl jako u nekufakl a podobn¢) nez kvuli nim volit
jinou analytickou metodu.

1. Efekt koufeni, pozivani riznych druhti jidel a ¢iSténi
zubi s pouzitim nebo bez pouziti zubni pasty — inter-
ference pii meéfeni, podle autord mnoha c¢lankt na

Referat

toto téma, existuje, ale neni podle jednotlivych vy-

robct komer¢nich souprav pro stanoveni kortizolu

pfesné kvantifikovana.

2. Efekt nedodrzeni doby odbéru — cca kolem 10-20 %
pfi casovém posunu kolem 1 hodiny. K tomu je béz-
ny 23-53% interindividualni rozptyl u ranniho kor-
tizolu i pfi dodrzeni vSech standardnich podminek
odbéru®>,

3.  Rozdily mezi jednotlivymi etniky — 21,4 % mezi
Afroameri¢any a bélochy’’.

Celkové se muze jednat o 30-60% odchylky pfi pou-
ziti riznych postupl a praktik pii odbéru vzorkl a pii za-
pocitani casové prodlevy pii odbérech v hromadnych zdra-
votnickych zatizenich.

6. Zavér

V soucasné dobé je pro stanoveni glukokortikoidl
véetné kortizolu k dispozici cela fada metodik s mezi sta-
novitelnosti v jednotkach nmol 1"'. V praxi se stile ¢ast&ji
prosazuji metodiky zaloZené na kombinaci chromatografie
a hmotnostni spektrometrie, a to vzhledem k pozadavkim
na stale nizsi detekeni limity diagnostickych metod. Cena
téchto zafizeni je v f4du milioni korun, oproti tomu cena
imunochemickych systémd nutnych pro analyzu téchto
latek se pohybuje v hodnotach fadové nizsich. Pofizovani
takto nakladného vybaveni se tim padem, dle nazoru auto-
rt tohoto ¢lanku, vyplati pouze pii velkém poctu analyzo-
vanych vzorkd, pfi kterém cena za analyzu jednoho vzorku
klesne na podstatné mensi ¢astky. Pro pracovisté naklada-
jici s menS§imi pocty vzorkid pak miize byt pofizovaci cena
vybaveni rozhodujicim faktorem ve volbé metody, ktera je
pro analyzu zvolena. Celkové chyby nakladnych instru-
mentalnich metod, dané interindividualnimi i intraindivi-
dualnimi rozdily v sekreci kortizolu, mohou dosahovat az
desitek procent. Podle nazoru autor, ktefi se
v souCasnosti zabyvaji analytickymi metodami v oblasti
endokrinologickych parametrd, je cesta smétujici k vysoce

Tabulka I

Piehled nejcastéji pouzivanych metod pro stanoveni kortizolu v riznych typech biologickych vzorkl. Zpracovéano dle
literatury**

Metodika LOD® [nmol '] CV intra [%] CV inter [%]

EIA sérum® 5,0 5,2 6,8

RIA sérum 13,8 4,4 4.9

HPLC sérum 30,0 4,5 6,2
LC-MS/MS° sérum 0,03-0,25 3,5-7,1 4,6-12,0

ELISA sliny 0,03 2,8 2,8

LC-MS/MS sliny 0,1-1,4 7,0-7,2 5,8-11,0

*V metod& vyuzivajici stanoveni kortizolu ze séra se jednd o stanoveni kortizolu celkového, tedy volného i vazaného;
®LOD = limit of detection. Nejniz§i koncentrace kortizolu, kterou je danou metodou mozno naméfit; © U LC-MS/MS meto-
dy jsou uvadény dva sety parametr( zahrnujici rozdily v ptipraveé vzorka



Chem. Listy /74, 349-354 (2020)

citlivym, ale soucasné¢ neobyCejné¢ financné naro¢nym
méficim systémim pochopitelna. Podle naseho nazoru je
tteba v kazdém pfipadé zvazit vypovidajici schopnost
vysledku ziskaného metodikou detegujici desetiny jednotky

nmo

1 vlitru schybou preanalytické faze viadu nekolika

desitek procent. Navic vysledky obou typi metod — imuno-
chemickych a analytickych zalozenych na LC-MS/MS —

jsou

i podle nejnovéjsich publikaci zcela srovnatelné™.

Seznam zkratek

ACTH adrenokortikotropni hormon
(adrenocorticotropic hormone)

()% variacni koeficient (coefficient of variation)

DST dexametazonovy supresni test
(dexamethasone suppression test)

EIA enzymova imunoanalyza (enzyme immuno-
assay)

ELISA typ enzymové imunoanalyzy (enzyme-
linked immunosorbent assay)

LC-MS/MS kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (liquid chromato-
graphy — mass spectroscopy/mass spectro-
scopy)

LNSC stanoveni no¢niho kortizolu ve slinach (late-
night salivary cortisol)

LOD limit detekce metody (limit of detection)

PCS pseudo-Cushingiv syndrom (pseudo-
Cushing’s syndrome)

UFC volny kortizol v mo¢i (urinary free cortisol)
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J. Arnostova, L. ArnosStova, and B. Holubova
(Department of Biochemistry and Microbiology and Cen-
tral Laboratories, University of Chemistry and Technolo-
gy, Prague): High Accuracy of Analysis in Clinical Bio-
chemistry. A Necessity or Not?

Methods for determination of biocompounds in bio-
logical samples, mainly molecules of steroid nature, have
always been a well-discussed issue. This review is focused
on the recent trend in clinical biochemistry, namely the use
of methods that provide extreme accuracy for both re-
search and clinical practice, such as liquid chromatography
— mass spectroscopy/mass spectroscopy. These highly
sophisticated methods may seem to have some advantages
over the traditionally employed immunochemical methods
(usually various types of enzyme immunoassay, mostly
different modes of enzyme-linked immunosorbent assay).
However, the former is significantly more costly, more
time-consuming (as taken from the pre-analytic phase to
verified results), and more demanding with respect to the
qualification of the personnel. Thus, this review shows
that, in many cases, these drawbacks cannot be compen-
sated for by the benefits.

Keywords: cortisol, Cushing’s syndrome, immunochemi-
cal methods, diagnostics, clinical chemistry



