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Abstract

A liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) assay was developed and optimised for the determination of cortisol, cor-
tisone and corticosterone. In order to separate analytes from the biological matrix, the liquid-liquid extraction method was ap-
plied. Post-mortem blood was extracted with dichloromethane in alkaline medium (pH 6.5). The mass spectrometer (MS) was
operated in atmospheric pressure chemical ionisation (APCI) mode. Quantitative analysis was carried out in the selected ion
monitoring mode (SIM). Quantitative analysis was carried out on the basis of analytical signals obtained for positive
pseudomolecular ions of the determined substances (m/z — 363 for cortisol, m/z— 361 for cortisone, m/z — 347 for corticosterone)
and dexamethasone (m/z — 393), which was used as an internal standard. Method validation was performed and the limit of detec-
tion was 0.5 ng/ml for cortisol and cortisone, and for corticosterone it was 1.0 ng/ml. Linearity was obtained for all of the three
mentioned glucocorticosteroids in the range from 1 to 500 ng/ml. We also determined precision and extraction yield. It was ascer-
tained that the method both guarantees a high extraction yield and enables the determination of all of the three mentioned
glucocorticosteroids in one analytical procedure. The method proved to be highly sensitive and precise, and to have a wide range
of linearity of detection. It was also confirmed that it enables the determination of glucocorticosteroids in blood samples collected
from a cadaver.
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1. Introduction

The category of sudden deaths where results of au-
topsy and subsequent histological and toxicological
examinations do not allow ascertainment of the cause
of death also encompasses cases where biochemical
disorders have occurred [1, 3, 8, 16, 18], including
those which are the subject of hormone regulation
[6, 16]. These kinds of disorders take place, for exam-
ple, in cases of being under the long-term influence of
low temperature, when the system: hypothalamus — pi-
tuitary gland — adrenal gland is stimulated, and in this

way causes rapid — even after only 20 minutes [7, 9] —
glucocorticosteroids secretion, which should trigger
a considerable increase in their temporary concentra-
tion in blood. Cortisol should be particularly taken into
account, as it makes up 95% of all glucocorticosteroids
in physiological conditions. Its 24-hour production
amounts to between 10 and 30 mg, and in physiologi-
cal conditions the temporary concentration varies
within the range of 20 to 250 ng/ml [11].

Currently, glucocorticosteroids are most fre-
quently determined by immunoassay methods [12, 13,
15], which are characterised by high sensitivity and
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short analysis time. However, their disadvantage is
low specificity, significantly limiting the usability of
these methods in forensic medical practice. The appro-
priately sensitive and specific (without derivatisation)
LC-MS technique has only been applied previously to
determination in serum taken from living persons
[2, 10, 14]. Application of the GC-MS technique is
complicated by the necessity of derivatisation, which
is time consuming and, moreover, raises costs of anal-
ysis due to expensive reagents.

The aim of this work was to develop, optimise and
validate an analytical procedure for the determination
of selected adrenal gland cortex hormones: cortisol,
cortisone and corticosterone in post-mortem blood
samples by liquid chromatography coupled with mass
spectrometry using atmospheric pressure chemical
ionisation (LC-APCI-MS), and then to evaluate its
usefulness in the analysis of selected sudden death
cases.

2. Materials and instruments

The reagents used were: Methanol Chromasolv®
LC-MS and acetonitrile Chromasolv® LC-MS (Riedel
de Haen, Germany), dichloromethane (Sigma-Aldrich,
Germany), formic acid (Merck, Germany), dexameth-
asone, cortisol and cortisone (Sigma-Aldrich, Germa-
ny), corticosterone and ammonium formate (Fluka,
USA), albumin BSA (Sigma-Aldrich, Germany),
natrium chloratum 0.9% (Fresenius Kabi, Poland) and
also de-ionised water, obtained using the Milli-Q sys-
tem (Millipore, USA). Blood samples were collected
from ten bodies of persons who had died immediately
after unexpected trauma, in which no significant
pathological changes were ascertained.

The Surveyor liquid chromatography system by
Thermo Finnigan equipped with a gradient pump and
an autosampler, coupled with the LCQ Advantage
Max (Finningan, San Jose, CA, USA) ion trap mass
spectrometer working in atmospheric pressure chemi-
cal positive ionisation mode was used. The liquid
chromatography system and the mass spectrometer
worked under the control of X’calibur software, which
was also used for data management.

3. Method optimisation
The major optimisation criterion for the method

was to gain the highest possible chromatographic
peaks of cortisol, cortisone and corticosterone, which

was achieved by determination of the following fac-
tors:

a) working parameters of the mass spectrometer, such
as capillary voltage and temperature, flow of ionis-
ation and make-up gases, the temperature of the
evaporator and the corona current, which was de-
termined using methanol solutions of internal stan-
dard, i.e. dexamethasone and the analytes: cortisol,
cortisone and corticosterone;

b) the extraction parameters, which were achieved by
comparing (in terms of clarity and efficiency) glu-
cocorticosteroids and dexamethasone extracts
from 6% BSA solution in 0.9% NaCl, obtained
using both dichloromethane and ethyl acetate
(at pH 6.5 and pH 9.0);

¢) chromatographic conditions which enabled
achievement of appropriate separation of internal
standard and methanol standards — dexamethasone
and analytes, i.e. glucocorticosteroids, in a single
analytical process, using chromatographic co-
lumns: Purospher RP-C18, 125 x 3 mm (Merck)
and Adsorbosphere HS-C18, 250 x 4.6 mm (All-
tech). Several variants of a two-component mobile
phase consisting of acetonitrile and water were
tested.

4. Analytical procedure
4.1. Chromatographic procedure HPLC-APCI-MS

The best chromatographic separation was achieved
using the Adsorbosphere HS C18, 250 x 4.6 mm L.D.
5 um (Alltech) column, a two-component mobile pha-
se consisting of water (A) and acetonitrile (B) and
a flow of 0.5 ml/min. The gradient profile was as fol-
lows: 70% A and 30% B for 2 min, then for 28 min
a linear change in proportions to 30% A and 70% B,
next the content of B was further increased to reach
100% (the total time for B to increase from 30% to
100% was 43 minutes). The initial composition (70%
A and 30% B) was then reconstituted within 6 min.
Thus, the whole procedure took 49 min. The injection
volume was 20 pl.

The optimal performance parameters for the mass
spectrometer were: ion source temperature = 550°C;
nitrogen as ionisation gas = 40 arb (arbitrary unit of
LCQ instrument); nitrogen as make-up gas =5 arb (ar-
bitrary unit of LCQ instrument); capillary tempera-
ture = 220°C; corona current = 5 pA; the mass spectra
of determined compounds were within the range 100 —
400 m/z (Figures 1, 2, 3, 4).
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Fig. 1. Mass spectrum for cortisol (atmospheric pressure
chemical ionisation).
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Fig. 2. Mass spectrum for cortisone (atmospheric pressure
chemical ionisation).
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Fig. 3. Mass spectrum for corticosterone (atmospheric pres-
sure chemical ionisation).

For quantitative analysis, selected ion monitoring
(SIM) was used. The analytical signal originated from
apparent molecular ions [M+H]" and was recorded at
m/z values: 363 for cortisol, 361 for cortisone, 247 for
corticosterone and 393 for dexamethasone (Table I).

:::::
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Fig. 4. Mass spectrum for dexamethazone (atmospheric
pressure chemical ionisation).

TABLE I. MASS AND CHROMATOGRAPHIC

PARAMETERS OF ANALYTES
Analyte Retention time  Ion monitored
[min] [m/z]
Cortisol 16.61 363
Cortisone 17.04 361
Corticosterone 22.09 347
Dexamethasone 20.48 393

4.2. Extraction

500 pl of glucocorticosteroids standard solution
(in 6% BSA in 0.9% NaCl) or 500 pl of blood was di-
luted with 0.5 ml of ammonia buffer solution and
spiked with 25 ul of internal standard — dexametha-
sone in methanol (10 pg/ml). The extraction (by agi-
tating with 5 ml of dichloromethane) lasted 15 mi-
nutes. Then samples were centrifuged at 3000 rpm for
10 min, the supernatant was transferred into 2 ml
Eppendorf vials and evaporated to dryness under
a stream of nitrogen at 45°C. The dry residue was dis-
solved in 30 pl of methanol prior to analysis.

5. Method validation

The detection linearity was determined for each
glucocorticosteroid separately based on 9 calibration
points repeated two times within the range of
1-500 ng/ml for cortisol and cortisone and
2-500 ng/ml for corticosterone. The correlation coef-
ficient for all glucocorticosteroids was > > 0.99 (Fig-
ure 5).
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Fig. 5. Calibration curves for (A) cortisol, (B) cortisone, (C)
corticosterone.

The limit of detection was determined using a post
mortem human blood sample. Decreasing concentra-

tions were processed till a signal to noise ratio of
S/N = 3 was obtained and it was ascertained that the
limit of detection for cortisol and cortisone is
0.5 ng/ml, and 1 ng/ml for corticosterone. It was as-
sumed that, according to the general rule of estimating
the limit of quantification (LOQ), LOQ is equal to
LOD x 2, thus the following LOQ values were ob-
tained: 1 ng/ml for cortisol and cortisone, and 2 ng/ml
for corticosterone.

The recovery of glucocorticosteroids was deter-
mined (as the mean value) using the ratio of the analyt-
ical signal from 4 extracts of 100 ng/ml solutions of
cortisol, cortisone and corticosterone (in 6% BSA in
0.9% NaCl) to the signal from the non-extracted meth-
anol standards of equal concentrations.

The precision (relative standard deviation, RSD)
was determined by fourfold extraction of the same so-
lution of cortisol, cortisone and corticosterone
(100 ng/ml each of the glucocorticosteroids in
6% BSA in 0.9% NaCl), and then quantification of
these substances in each extract according to the above
described manner within a single day. The results of
analytical procedures are shown in Table II.

The usefulness of the above presented method of
glucocorticosteroids determination in examination of
a specimen collected from a human corpse was evalu-
ated by its application to cortisol, cortisone and
corticosterone quantifications in 10 blood samples, the
results of which are presented in Table III.

Moreover, three blood samples were also used to
check what extraction efficiency can be achieved
when there is a requirement for glucocorticosteroids
determination in a post mortem specimen. To this end,
these samples were spiked with 100 ng/ml cortisol,
cortisone and corticosterone, which allowed a cortisol
concentration level within the physiological range, i.e.
20 — 250 ng/ml [11], to be achieved. The obtained re-
sults are presented in Table II. They were calculated
according to the formula:

TABLE 1. VALIDATION PARAMETERS OF THE GLUCOCORTICOSTEROIDS DETERMINATION METHOD

Analyte Limit of linearity =~ Correlation LOD LOQO Precision RSD  Recovery + SD
[ng/ml] coefficient [1°] [ng/ml] [ng/ml] [%] (N=4) (N=4)
Cortisol 1-500 0.9935 0.5 1.0 6.7 88.5+4.6
(86.91 + 8.54)"
Cortisone 1-500 0.9982 0.5 1.0 5.8 94.1+£5.6
(90.68 + 3.07)°
Corticosterone  2-500 0.9953 1.0 2.0 3.0 96.5+4.6

(71.69 + 3.46)°

" — % recovery after addition of 100 ng/ml cortisol, cortisone and corticosterone to three samples of blood from corpses.
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where: A4+100 — the glucocorticosteroid peak area ob-
tained after extraction of a blood sample spiked with
100 ng/ml cortisol, cortisone and corticosterone;
Ay — the glucocorticosteroid peak area, obtained after
extraction of a blood sample without any addition of
cortisol, cortisone and corticosterone; 4;oo — the glu-
cocorticosteroid peak area, obtained for the 100 ng/ml
standard solution (no extraction).

TABLE III. RESULTS OF THE DETERMINATION OF
CORTISOL, CORTISONE AND
CORTICOSTERONE IN POST-MORTEM
BLOOD SAMPLES, COLLECTED FROM
PEOPLE WHO DIED IN ROAD ACCIDENTS

Age, sex  Cortisol Cortisone Corticosterone
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
34 d 23 2 3
304 25 3 4
36 d 44 3 4
66 d 13 2 3
69 d 30 <LOQ 4
29d 44 4 4
53d 67 6 4
68 Q 26 5 3
58 d 34 <LOQ 4
25d 12 3 3

6. Discussion and conclusions

Glucocorticosteroids concentrations determined in
the 10 blood samples collected from the human
corpses were within the physiological concentration
range, which was in accordance with preliminary ex-
pectations, as the circumstances of chosen fatal cases
did not indicate previous stress, and the time from
trauma to death was too short to induce increased
glucocorticosteroids secretion by the adrenal gland. It
was also verified that the glucocorticosteroids recov-
ery from the post-mortem blood samples was satisfac-
tory. Thus, taking into account the above information
and the fact that the parameters of the liquid chroma-
tography system enabled very good separation of cor-
tisone, cortisol and corticosterone from each other,
and also from dexamethasone in a single analytical

process (Figure 6), and the parameters of the mass
spectrometer presented in this work enabled achieve-
ment of the appropriate intensity of selected pseudo-
molecular ions, i.e. > 10°, the LC-ACPI-MS method of
glucocorticosteroids determination proposed in this
paper should be considered as the simplest and at the
same time an adequately sensitive and specific method
for the purposes of posthumous diagnostics, especially
when biochemical confirmation of intravital stress agent
activity is important in an investigated case. It was de-
cided to apply atmospheric pressure chemical ionis-
ation instead of electron ionisation, because this kind
of ionisation is milder and allowed obtaining of an ap-
propriately high sensitivity and linearity of detection.

‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Fig. 6. Mass chromatograms of blood extracts: (A) cortisol,
(B) cortisone, (C) corticosterone, (D) dexamethazone.

In our opinion, the application of dexamethasone
as the internal standard should be considered as an ad-
vantage of the proposed method, because (as it turned
out) it successfully substitutes for expensive and not-
readily-available deutered glucocorticosteroid ana-
logs. However, a disadvantage of the method is that or-
ganic acids must be eliminated from the mobile phase
(despite the fact that organic acids are beneficial for at-
mospheric pressure ionisation, due to increasing the
intensity of detection signal). For it was found that
even a slight addition (of organic acids) caused ad-
ducts formation, significantly interfering with detec-
tion.
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METODA OZNACZANIA KORTYZOLU, KORTYZONU

I KORTYKOSTERONU W MATERIALE BIOLOGICZNYM
ZA POMOCA CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ
SPRZEZONEJ ZE SPEKTROMETRIA MASOWA

1. Wstep

Zgony nagte, po ktorych sekcja zwlok oraz wyniki
pozniejszych badan histologicznych i toksykologicznych
nie pozwalaja na ustalenie przyczyny $mierci, obejmuja
takze t¢ grupg przypadkow, w ktorej mialy miejsce za-
burzenia biochemiczne [1, 3, 8, 16, 18], takze takie, ktore
podlegaja regulacji hormonalnej [6, 16]. Do zaburzen
tego rodzaju dochodzi m.in. w przypadku dlugotrwatego
oddzialywana niskiej temperatury otoczenia, kiedy to zo-
staje pobudzony uktad: podwzgorze — przysadka — nad-
nercza, co powoduje szybka, bo nast¢pujaca juz po uply-
wie 20 min [7, 9] sekrecje glikokortykosterydow, ktora
powinna spowodowa¢ znaczny wzrost ich chwilowego
stezenia we krwi. Szczegdlna uwage nalezy przy tym
zwroci¢ na kortyzol, gdyz w warunkach fizjologicznych
stanowi on 95% puli glikokortykosterydow. Jego do-
bowa produkcja wynosi 10-30 mg na dobg, a chwilowe
stgzenie w warunkach fizjologicznych waha si¢ w zakre-
sie 20-250 ng/ml [11].

Aktualnie glikokortykosterydy oznacza si¢ najczgs-
ciej metodami immunologicznymi [12, 13, 15], ktore
charakteryzuje wysoka czuto$¢ oraz krotki czas analizy.
Ich wadg stanowi natomiast niska specyficznos¢ [5], co
znacznie obniza uzytecznos$¢ tych metod w praktyce me-
dyczno-sadowej. Odpowiednio czula i specyficzna (bez
derywatyzacji) technikg¢ LC-MS stosowano dotychczas
wylacznie do oznaczen surowicy krwi pobranej od oséb
zywych [2, 10, 14]. Uzycie techniki GC-MS komplikuje
za$ koniecznos¢ zastosowania derywatyzacji, ktora jest
pracochlonna, a ponadto ze wzglgdu na drogie odczyn-
niki, podwyzsza koszty analizy [4].

Celem pracy byto zatem opracowanie, optymalizacja
i walidacja procedury analitycznej oznaczania wybra-
nych hormonéw kory nadnerczy — kortyzolu, kortyzonu
i kortykosteronu we krwi pobranej od os6b zmartych za
pomoca chromatografii cieczowej w potaczeniu ze spek-
trometria masowa z zastosowaniem jonizacji chemicznej
pod ci$nieniem atmosferycznym (LC-APCI-MS), a na-
stgpnie sprawdzenie jej przydatnosci w analizie wybra-
nych przypadkow nagtych zgonow.

2. Materialy i aparatura

Odczynniki stanowity: metanol Chromasolv® LC-MS
oraz acetonitryl Chromasolv® LC-MS (Riedel-de Haen,

Niemcy), dichlorometan (Sigma-Aldrich, Niemcy), kwas
mrowkowy (Merck, Niemcy), deksametazon, kortyzol
oraz kortyzon (Sigma-Aldrich, Niemcy), kortykosteron
oraz mrowczan amonu (Fluka, Stany Zjednoczone), al-
bumina BSA (Sigma-Aldrich, Niemcy), natrium chlora-
tum 0,9% (Fresenius Kabi, Polska), a takze woda dejo-
nizowana uzyskana przy uzyciu Milli-Q (Millipore, Sta-
ny Zjednoczone). Analizie poddano probki krwi pobrane
z dziesigciu zwlok 0sob, u ktorych nie stwierdzono istot-
nych zmian chorobowych, a zmarty natychmiast po do-
znaniu niespodziewanego urazu.

Wykorzystano chromatograf cieczowy Thermo Fin-
ningan Surveyor wyposazony w pompg gradientowa i au-
tomatyczny dozownik sprz¢zony ze spektrometrem mas
typu putapka jonowa LCQ Advantage Max (Finningan,
San Jose, Stany Zjednoczone), w ktorym zastosowano
chemiczng jonizacje pod cisnieniem atmosferycznym
(APCI) w trybie jonow dodatnich. Chromatograf cie-
czowy i spektrometr masowy pracowaty pod kontrola
programu X’calibur, ktory wykorzystano réowniez do
opracowania danych.

3. Optymalizacja metody

Podstawowym kryterium optymalizacji metody byto
uzyskanie jak najwyzszych pikow chromatograficznych
kortyzolu, kortyzonu i kortykosteronu, co osiagnigto
przez okreslenie odpowiednich:

a) parametréw pracy spektrometru mas, tj. napigcia ka-
pilary ijej temperatury, przeptywu gazu jonizujacego
1 pomocniczego, temperatury odparowalnika i pradu
korony, ktore okreslono przy uzyciu metanolowych
wzorcow standardu wewngtrznego, tj. deksameta-
zonu oraz analitéw — kortyzolu, kortyzonu i kortyko-
steronu;

b) warunkow ekstrakeji, co osiagnigto przez porowny-
wanie (pod katem czystosci i wydajnosci) ekstraktow
glikokortykosterydow i deksametazonu z roztworu
6% BSA w 0,9% NaCl otrzymanych zaréwno przy
uzyciu dichlorometanu, jak i octanu etylu (przy
pH 6,5 oraz pH 9,0);

c) warunkow chromatograficznych, tj. takich, ktére
umozliwiaty uzyskanie w jednym procesie analitycz-
nym odpowiedniego rozdziatu metanolowych wzor-
cow standardu wewnetrznego, czyli deksametazonu
i analitow, tj. glikokortykosterydow przy uzyciu ko-
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lumny Purospher RP-C18, 125 x 3 mm (Merck) oraz
Adsorbosphere HS-C18, 250 x 4,6 mm (Alltech), do
czego zastosowano kilka wariantow dwusktadniko-
wej fazy ruchomej sktadajacej si¢ z acetonitrylu
i wody.

4. Procedura analityczna
4.1. Procedura chromatograficzna HPLC-APCI-MS

Najlepszy rozdzial chromatograficzny ekstraktow
uzyskano na kolumnie Adsorbosphere HS C18,250 x 4.6
mm [.D. 5 pm (Alltech) po zastosowaniu dwusktadni-
kowej fazy ruchomej sktadajacej si¢ z wody (A) i aceto-
nitrylu (B) o przeptywie 0,5 ml/min. Profil gradientu wy-
nosit: przez 2 min 70% A 130% B, po czym przez 28 min
proporcje fazy ruchomej zmieniaty si¢ stopniowo do
30% A 170% B, a nastgpnie udziat fazy B wzrastat dalej
tak, by w 43 min osiagna¢ 100%. Stan wyjsciowy, tj.
70% A 1 30% B przywracano pdzniej przez 6 min. Cala
procedura chromatograficzna trwata wigc 49 min. Obje-
to$¢ nastrzyku ekstraktow wynosita 20 pl.

Optymalnymi parametrami dla pracy spektrometru
masowego okazaly sie: temperatura zrodla jonow = 550°C;
azot =40 arb (arbitrary unit of LCQ instrument) jako gaz
jonizujacy; azot = 5 arb (arbitrary unit of LCQ instrum-
ent) jako gaz pomocniczy; temperatura kapilary = 220°C
oraz prad korony = 5 pA. Widma masowe oznaczanych
substancji miescity si¢ w zakresie 100-400 m/z (ryciny 1,
2,3,4).

Do analizy ilo$ciowej zastosowano opcje¢ monitoro-
wania wybranych jonéw (SIM). Sygnat pochodzacy od
pozornych jonéw molekularnych [M+H]" rejestrowano
przy warto$ciach m/z = 363 dla kortyzolu, 361 dla korty-
zonu, 347 dla kortykosteronu oraz 393 dla deksameta-
zonu (tabela I).

4.2. Ekstrakcja

Do 500 pl roztworow wzorcowych glikokortykoste-
rydow (w 6% BSA w 0,9% NaCl), a takze 500 pl krwi,
dodawano 0,5 ml buforu amonowego (pH = 6,5) i jako
standard wewngtrzny 25 ul roztworu deksametazonu
w metanolu (10 pg/ml). Ekstrakcja (przez wytrzasanie
z 5 ml dichlorometanu) trwata przez 15 min. Nast¢pnie
probki wirowano przy 3000 obr/min przez 10 min, su-
pernatant przenoszono do probéwek 2 ml typu Eppendorf
i odparowywano do sucha w temperaturze 45°C w stru-
mieniu azotu. Przed oznaczeniem sucha pozostato$¢ roz-
puszczano w 30 pl metanolu.

5. Walidacja metody

Liniowos$¢ detekcji okreslono dla kazdego glikokor-
tykosterydu oddzielnie przy dziewigciu punktach pomia-
rowych w 2 powtorzeniach w zakresie 1-500 ng/ml dla
kortyzolu i kortyzonu oraz w zakresie 2—500 ng/ml dla
kortykosteronu i stwierdzono, ze wspotczynnik korelacji
dla wszystkich glikokortykosterydow wynosit 7* > 0,99
(rycina 5).

Granice wykrywalnosci (LOD) okreslono, uzywajac
krwi pobranej ze zwtok. Zastosowano przy tym malejace
stezenia az do osiagnigcia stosunku sygnatu do szumu
S/N = 3 i stwierdzono, ze dla kortyzolu i kortyzonu gra-
nica detekcji wynosi 0,5 ng/ml, a dla kortykosteronu
1 ng/ml. Przy zatozeniu, ze zgodnie z ogodlnie przyjgtymi
zasadami granica oznaczalnosci (LOQ) to LOD x 2,
przyjac¢ nalezy, ze uzyskano LOQ rzedu 1 ng/ml dla kor-
tyzolu i kortyzonu oraz 2 ng/ml dla kortykosteronu.

Odzysk glikokortykosterydow wyznaczono (jako
$rednia) na podstawie sygnatéw analitycznych 4 ekstrak-
tow otrzymanych z roztworéw 100 ng/ml kortyzolu, kor-
tyzonu i kortykosteronu (w 6% BSA w 0,9% NaCl)
z sygnatem ich nieekstrahowanych wzorcow metanolo-
wych o tym samym stgzeniu.

Precyzje (wzgledne odchylenie standardowe, RSD)
wyznaczono przez czterokrotng ekstrakcje tego same-
go roztworu kortyzolu, kortyzonu i kortykosteronu (po
100 ng/ml kazdego z glikokortykosterydow w 6% roz-
tworze BSA w 0,9% NaCl), a nastgpnie oznaczenie tych
ckstraktow w sposob wyzej opisany w ciagu jednego
dnia. Rezultaty procedur walidacyjnych przedstawiono
w tabeli I1.

Przydatno$¢ przedstawionej wyzej metody oznacza-
nia glikokortykosterydéow do badania materiatu pobrane-
go ze zwlok sprawdzono, oznaczajac przy jej uzyciu
kortyzol, kortyzon i kortykosteron w dziesigciu probkach
krwi, czego wyniki przedstawia tabela II1.

Trzy probki krwi wykorzystano ponadto do spraw-
dzenia, jaka wydajno$¢ ekstrakcji mozna uzyska¢ wow-
czas, gdy zaistnieje potrzeba oznaczenia glikokortyko-
sterydow w materiale pobranym ze zwlok. W tym celu
dodano do nich po 100 ng/ml kortyzolu, kortyzonu i kor-
tykosteronu, gdyz pozwalato to na osiagnigcie takiego
stezenia kortyzolu, ktére miescito si¢ w zakresie stezen
fizjologicznych, tj. 20-250 ng/ml [11]. Wyniki, jakie
uzyskano, przedstawia tabela II. Do ich obliczenia za-
stosowano w tym przypadku wzor:
%recoveryzw-loo, {1

100

gdzie: Axi100 to powierzchnia piku glikokortykosterydu
uzyskana po ekstrakcji z krwi z dodatkiem 100 ng/ml
kortyzolu, kortyzonu i kortykosteronu; 4 — powierzch-
nia piku glikokortykosterydu uzyskana po ekstrakcji
z krwi bez dodatku kortyzolu, kortyzonu i kortykoste-
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ronu; 4¢p — powierzchnia piku wzorca glikokortykoste-
rydu o stezeniu 100 ng/ml (bez ekstrakcji).

6. Dyskusja i wnioski

Stezenia glikokortykosterydow stwierdzone w 10 prob-
kach krwi pobranej ze zwlok miescily si¢ w zakresie stg-
zen fizjologicznych, co jest zgodne z oczekiwaniami, bo-
wiem dobrano takie przypadki zgonow, w ktorych ich
okoliczno$ci nie wskazywaly na wczesniejsze zadzia-
lanie stresu, a od zaistnienia urazu do zgonu uplywat zbyt
krotki czas, by zdarzenie mogto spowodowaé wzmozona
sekrecj¢ glikokortykosterydéw przez nadnercza. Spraw-
dzono réwniez, ze odzysk glikokortykosterydow z krwi
pobranej ze zwlok jest zadowalajacy. Jezeli zatem wzia¢
pod uwage powyzsze stwierdzenia, oraz fakt, ze para-
metry chromatografu cieczowego pozwolity na bardzo
dobry rozdzial kortyzonu, kortyzolu i kortykosteronu od
siebie, a takze od deksametazonu w jednym procesie ana-
litycznym (rycina 6), za$§ przedstawione w tej pracy pa-
rametry pracy detektora masowego pozwolily na
uzyskanie odpowiedniej intensywno$ci wybranych jo-
néw pseudomolekularnych, tj. > 10°, to prezentowana
w tej pracy metod¢ LC-APCI-MS oznaczania glikokor-
tykosterydow uzna¢ nalezy za najprostsza a jednoczesnie
odpowiednio czula i specyficzna dla potrzeb diagnostyki
posmiertnej, zwlaszcza wowczas, gdy dla ocenianego
przypadku istotne znaczenie ma biochemiczne potwier-
dzenie zazyciowego zadziatania czynnika stresowego.
Na zastosowanie jonizacji chemicznej pod ci$nieniem at-
mosferycznym (APCI), a nie ESI (jonizacji elektrono-
wej), zdecydowano sig¢, poniewaz w jej przypadku wa-
runki jonizacji sa tagodniejsze, co pozwolilo na osiagnig-
cie odpowiednio wysokiej czuto$ci i liniowoS$ci detekcji.

Do zalet proponowanej metody zaliczy¢ nalezy na-
szym zdaniem mozliwos$¢ zastosowania deksametazonu
jako standardu wewngtrznego, gdyz (jak si¢ okazato)
z powodzeniem zastgpuje on drogie i trudno dostgpne
deuterowe analogi glikokortykosterydow. Do jej ogra-
niczen nalezy natomiast to, ze z fazy ruchomej nalezy
wyeliminowaé kwasy organiczne (mimo, Ze sa one ko-
rzystne dla jonizacji w trybie APCI, gdyz zwigkszaja in-
tensywno$¢ sygnalu detekceji). Stwierdzono bowiem, ze
nawet niewielki ich dodatek powodowatl tworzenie ad-
duktow znacznie zaklocajacych detekcje.
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