
1. In tro duc tion

The cat e gory of sud den deaths where re sults of au -
topsy and sub se quent histological and tox i co log i cal
ex am i na tions do not al low as cer tain ment of the cause
of death also en com passes cases where bio chem i cal
dis or ders have oc curred [1, 3, 8, 16, 18], in clud ing
those which are the sub ject of hor mone reg u la tion
[6, 16]. These kinds of dis or ders take place, for ex am -
ple, in cases of be ing un der the long-term in flu ence of
low tem per a ture, when the sys tem: hy po thal a mus – pi -
tu itary gland – ad re nal gland is stim u lated, and in this

way causes rapid – even af ter only 20 min utes [7, 9] –
glucocorticosteroids se cre tion, which should trig ger
a con sid er able in crease in their tem po rary con cen tra -
tion in blood. Cortisol should be par tic u larly taken into 
ac count, as it makes up 95% of all glucocorticosteroids 
in phys i o log i cal con di tions. Its 24-hour pro duc tion
amounts to be tween 10 and 30 mg, and in phys i o log i -
cal con di tions the tem po rary con cen tra tion var ies
within the range of 20 to 250 ng/ml [11]. 

Cur rently, glucocorticosteroids are most fre -
quently de ter mined by immunoassay meth ods [12, 13,
15], which are char ac ter ised by high sen si tiv ity and
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short anal y sis time. How ever, their dis ad van tage is
low spec i fic ity, sig nif i cantly lim it ing the us abil ity of
these meth ods in fo ren sic med i cal prac tice. The ap pro -
pri ately sen si tive and spe cific (with out derivatisation)
LC-MS tech nique has only been ap plied pre vi ously to
de ter mi na tion in se rum taken from liv ing per sons
[2, 10, 14]. Ap pli ca tion of the GC-MS tech nique is
com pli cated by the ne ces sity of derivatisation, which
is time con sum ing and, more over, raises costs of anal -
y sis due to ex pen sive re agents. 

The aim of this work was to de velop, op ti mise and
val i date an an a lyt i cal pro ce dure for the de ter mi na tion
of se lected ad re nal gland cor tex hor mones: cortisol,
cor ti sone and corticosterone in post-mor tem blood
sam ples by liq uid chro ma tog ra phy cou pled with mass
spec trom e try us ing at mo spheric pres sure chem i cal
ion is ation (LC-APCI-MS), and then to eval u ate its
use ful ness in the anal y sis of se lected sud den death
cases. 

2. Ma te ri als and in stru ments

The re agents used were: Meth a nol Chromasolv®

LC-MS and acetonitrile Chromasolv® LC-MS (Rie del
de Haen, Ger many), di chloro methane (Sigma-Al drich,
Ger many), for mic acid (Merck, Ger many), dexa meth -
a sone, cortisol and cor ti sone (Sigma-Aldrich, Ger ma -
ny), corticosterone and am mo nium formate (Fluka,
USA), al bu min BSA (Sigma-Aldrich, Ger many),
natrium chloratum 0.9% (Fresenius Kabi, Po land) and
also de-ion ised wa ter, ob tained us ing the Milli-Q sys -
tem (Millipore, USA). Blood sam ples were col lected
from ten bod ies of per sons who had died im me di ately
af ter un ex pected trauma, in which no sig nif i cant
patho log i cal changes were as cer tained. 

The Sur veyor liq uid chro ma tog ra phy sys tem by
Thermo Finnigan equipped with a gra di ent pump and
an autosampler, cou pled with the LCQ Ad van tage
Max (Finningan, San Jose, CA, USA) ion trap mass
spec trom e ter work ing in at mo spheric pres sure chem i -
cal pos i tive ion is ation mode was used. The liq uid
chro ma tog ra phy sys tem and the mass spec trom e ter
worked un der the con trol of X’calibur soft ware, which 
was also used for data man age ment. 

3. Method opti mis ati on

The ma jor op ti mi sa tion cri te rion for the method
was to gain the high est pos si ble chro mato graphic
peaks of cortisol, cor ti sone and corticosterone, which

was achieved by de ter mi na tion of the fol low ing fac -
tors:

a) wor king pa ram ete rs of the mass spec trom eter, such 
as ca pill ary vol tage and tem per atu re, flow of io nis -
ati on and make-up ga ses, the tem per atu re of the
eva por ator and the co rona cur rent, which was de -
term ined using met han ol so lut ions of in tern al stan -
dard, i.e. dexa meth aso ne and the anal ytes: cor tis ol, 
cor tis one and cor tic ost erone; 

b) the extrac tion pa ram ete rs, which were achieved by
com par ing (in ter ms of cla rity and ef fic iency) glu -
coc orti cos ter oids and dexa meth aso ne extracts
from 6% BSA so lut ion in 0.9% NaCl, ob tai ned
using both di chlor ome thane and et hyl acet ate
(at pH 6.5 and pH 9.0); 

c) chro mat ogr aphic con dit ions which enab led
achievem ent of appro priate se par ati on of in tern al
stan dard and met han ol stan dards – dexa meth aso ne 
and anal ytes, i.e. glu coc orti cos ter oids, in a sin gle
anal yti cal pro cess, using chro mat ogr aphic co -
lumns: Pu ros pher RP-C18, 125 ´ 3 mm (Merck)
and Ad sorb osp here HS-C18, 250 ´ 4.6 mm (All -
tech). Seve ral va riants of a two-com pon ent mo bile
pha se con sis ting of acet oni tri le and wa ter were
tested. 

4. An a lyt i cal pro ced ure

4.1. Chro mato graphic pro ced ure HPLC-APCI-MS

The best chro mato graphic sep a ra tion was achieved 
us ing the Adsorbosphere HS C18, 250 ´ 4.6 mm I.D.
5 µm (Alltech) col umn, a two-com po nent mo bile pha -
se con sist ing of wa ter (A) and acetonitrile (B) and
a flow of 0.5 ml/min. The gra di ent pro file was as fol -
lows: 70% A and 30% B for 2 min, then for 28 min
a lin ear change in pro por tions to 30% A and 70% B,
next the con tent of B was fur ther in creased to reach
100% (the to tal time for B to in crease from 30% to
100% was 43 min utes). The ini tial com po si tion (70%
A and 30% B) was then re con sti tuted within 6 min.
Thus, the whole pro ce dure took 49 min. The in jec tion
vol ume was 20 ml.

The op ti mal per for mance pa ram e ters for the mass
spec trom e ter were: ion source tem per a ture = 550°C;
ni tro gen as ion is ation gas = 40 arb (ar bi trary unit of
LCQ in stru ment); ni tro gen as make-up gas = 5 arb (ar -
bi trary unit of LCQ in stru ment); cap il lary tem per a -
ture = 220°C; co rona cur rent = 5 mA; the mass spec tra
of de ter mined com pounds were within the range 100 –
400 m/z (Fig ures 1, 2, 3, 4).
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For quan ti ta tive anal y sis, se lected ion mon i tor ing
(SIM) was used. The an a lyt i cal sig nal orig i nated from
ap par ent mo lec u lar ions [M+H]+ and was re corded at
m/z val ues: 363 for cortisol, 361 for cor ti sone, 247 for
corticosterone and 393 for dexa meth a sone (Ta ble I).

TA BLE I. MASS AND CHROMATOGRAPHIC

PARAMETERS OF ANALYTES

Analyte Re ten tion time 
[min]

Ion mon i tored
[m/z]

Cortisol 16.61 363

Cor ti sone 17.04 361

Corticosterone 22.09 347

Dexa meth a sone 20.48 393

4.2. Ex trac tion

500 ml of glucocorticosteroids stan dard so lu tion
(in 6% BSA in 0.9% NaCl) or 500 ml of blood was di -
luted with 0.5 ml of am mo nia buffer so lu tion and
spiked with 25 ml of in ter nal stan dard – dexa meth a -
sone in meth a nol (10 mg/ml). The ex trac tion (by agi -
tating with 5 ml of di chloro methane) lasted 15 mi -
nu tes. Then sam ples were cen tri fuged at 3000 rpm for
10 min, the supernatant was trans ferred into 2 ml
Eppendorf vi als and evap o rated to dry ness un der
a stream of ni tro gen at 45°C. The dry res i due was dis -
solved in 30 ml of meth a nol prior to anal y sis.

5. Method va lid ati on

The de tec tion lin ear ity was de ter mined for each
glucocorticosteroid sep a rately based on 9 cal i bra tion
points re peated two times within the range of
1–500 ng/ml for cortisol and cor ti sone and
2–500 ng/ml for corticosterone. The cor re la tion co ef -
fi cient for all glucocorticosteroids was r2 > 0.99 (Fig -
ure 5).
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Fig. 1. Mass spec trum for cortisol (at mo spheric pres sure
chem i cal ion isa tion).

Fig. 2. Mass spec trum for cor ti sone (at mo spheric pres sure
chem i cal ion isa tion).

Fig. 4. Mass spec trum for dexamethazone (at mo spheric
pres sure chem i cal ion isa tion).

Fig. 3. Mass spec trum for corticosterone (at mo spheric pres -
sure chem i cal ion isa tion).



The limit of de tec tion was de ter mined us ing a post
mor tem hu man blood sam ple. De creas ing con cen tra -

tions were pro cessed till a sig nal to noise ra tio of
S/N = 3 was ob tained and it was as cer tained that the
limit of de tec tion for cortisol and cor ti sone is
0.5 ng/ml, and 1 ng/ml for corticosterone. It was as -
sumed that, ac cord ing to the gen eral rule of es ti mat ing
the limit of quan ti fi ca tion (LOQ), LOQ is equal to
LOD ´ 2, thus the fol low ing LOQ val ues were ob -
tained: 1 ng/ml for cortisol and cor ti sone, and 2 ng/ml
for corticosterone. 

The re cov ery of glucocorticosteroids was de ter -
mined (as the mean value) us ing the ra tio of the an a lyt -
i cal sig nal from 4 ex tracts of 100 ng/ml so lu tions of
cortisol, cor ti sone and corticosterone (in 6% BSA in
0.9% NaCl) to the sig nal from the non-ex tracted meth -
a nol stan dards of equal con cen tra tions. 

The pre ci sion (rel a tive stan dard de vi a tion, RSD)
was de ter mined by four fold ex trac tion of the same so -
lu tion of cortisol, cor ti sone and corticosterone
(100 ng/ml each of the glucocorticosteroids in
6% BSA in 0.9% NaCl), and then quan ti fi ca tion of
these sub stances in each ex tract ac cord ing to the above 
de scribed man ner within a sin gle day. The re sults of
an a lyt i cal pro ce dures are shown in Ta ble II.

The use ful ness of the above pre sented method of
glucocorticosteroids de ter mi na tion in ex am i na tion of
a spec i men col lected from a hu man corpse was eval u -
ated by its ap pli ca tion to cortisol, cor ti sone and
corticosterone quantifications in 10 blood sam ples, the 
re sults of which are pre sented in Ta ble III.

More over, three blood sam ples were also used to
check what ex trac tion ef fi ciency can be achieved
when there is a re quire ment for glucocorticosteroids
de ter mi na tion in a post mor tem spec i men. To this end,
these sam ples were spiked with 100 ng/ml cortisol,
cor ti sone and corticosterone, which al lowed a cortisol
con cen tra tion level within the phys i o log i cal range, i.e. 
20 – 250 ng/ml [11], to be achieved. The ob tained re -
sults are pre sented in Ta ble II. They were cal cu lated
ac cord ing to the for mula: 
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Fig. 5. Cal i bra tion curves for (A) cortisol, (B) cor ti sone, (C)
corticosterone.

TA BLE II. VALIDATION PARAMETERS OF THE GLUCOCORTICOSTEROIDS DETERMINATION METHOD

Analyte Limit of lin ear ity
[ng/ml]

Cor re la tion
co ef fi cient [r2]

LOD
[ng/ml]

LOQ
 [ng/ml]

Pre ci sion RSD
[%] (N = 4)

Re cov ery ± SD
(N = 4)

Cortisol 1–500 0.9935 0.5 1.0 6.7 88.5 ± 4.6
(86.91 ± 8.54)*

Cor ti sone 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)*

* – % re cov ery af ter ad di tion of 100 ng/ml cortisol, cor ti sone and corticosterone to three sam ples of blood from corpses.



% recovery =
-

×+A A

A
x x100

100

100 , {1}

where: Ax+100 – the glucocorticosteroid peak area ob -
tained af ter ex trac tion of a blood sam ple spiked with
100 ng/ml cortisol, cor ti sone and corticosterone;
Ax – the glucocorticosteroid peak area, ob tained af ter
ex trac tion of a blood sam ple with out any ad di tion of
cortisol, cor ti sone and corticosterone; A100 – the glu -
cocorticosteroid peak area, ob tained for the 100 ng/ml
stan dard so lu tion (no ex trac tion).

TA BLE 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
[ng/ml]

Cor ti sone
[ng/ml]

Corticosterone
[ng/ml]

34 23 2 3 

30 25 3 4 

36 44 3 4 

66 13 2 3

69 30 < LOQ 4

29 44 4 4

53 67 6 4

68 26 5 3

58 34 < LOQ 4

25 12 3 3

6. Dis cus sion and conc lus ions

Glucocorticosteroids con cen tra tions de ter mined in
the 10 blood sam ples col lected from the hu man
corpses were within the phys i o log i cal con cen tra tion
range, which was in ac cor dance with pre lim i nary ex -
pec ta tions, as the cir cum stances of cho sen fa tal cases
did not in di cate pre vi ous stress, and the time from
trauma to death was too short to in duce in creased
glucocorticosteroids se cre tion by the ad re nal gland. It
was also ver i fied that the glucocorticosteroids re cov -
ery from the post-mor tem blood sam ples was sat is fac -
tory. Thus, tak ing into ac count the above in for ma tion
and the fact that the pa ram e ters of the liq uid chro ma -
tog ra phy sys tem en abled very good sep a ra tion of cor -
ti sone, cortisol and corticosterone from each other,
and also from dexa meth a sone in a sin gle an a lyt i cal

pro cess (Fig ure 6), and the pa ram e ters of the mass
spec trom e ter pre sented in this work en abled achieve -
ment of the ap pro pri ate in ten sity of se lected pseudo -
molecular ions, i.e. > 105, the LC-ACPI-MS method of 
glucocorticosteroids de ter mi na tion pro posed in this
pa per should be con sid ered as the sim plest and at the
same time an ad e quately sen si tive and spe cific method 
for the pur poses of post hu mous di ag nos tics, es pe cially 
when bio chem i cal con fir ma tion of intravital stress agent
ac tiv ity is im por tant in an in ves ti gated case. It was de -
cided to ap ply at mo spheric pres sure chem i cal ion is -
ation in stead of elec tron ion is ation, be cause this kind
of ion is ation is milder and al lowed ob tain ing of an ap -
pro pri ately high sen si tiv ity and lin ear ity of de tec tion. 

In our opin ion, the ap pli ca tion of dexa meth a sone
as the in ter nal stan dard should be con sid ered as an ad -
van tage of the pro posed method, be cause (as it turned
out) it suc cess fully sub sti tutes for ex pen sive and not-
readily-avail able deutered glucocorticosteroid ana -
logs. How ever, a dis ad van tage of the method is that or -
ganic ac ids must be elim i nated from the mo bile phase
(de spite the fact that or ganic ac ids are ben e fi cial for at -
mo spheric pres sure ion is ation, due to in creas ing the
in ten sity of de tec tion sig nal). For it was found that
even a slight ad di tion (of or ganic ac ids) caused ad -
ducts for ma tion, sig nif i cantly in ter fer ing with de tec -
tion.
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Fig. 6. Mass chromatograms of blood ex tracts: (A) cortisol,
(B) cor ti sone, (C) corticosterone, (D) dexamethazone.
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1. Ws têp

Zgo ny nag³e, po któ rych sek cja zw³ok oraz wy niki
pó Ÿni ejszych ba dañ hi stol ogi cznych i tok syk olo gic znych 
nie po zwal aj¹ na ustal enie przy czyny œmie rci, obejm uj¹
tak¿e tê grupê przyp adków, w której mia³y miej sce za -
bur zenia bio chem iczne [1, 3, 8, 16, 18], tak ¿e ta kie, kt óre
pod leg aj¹ re gul acji hor mon alnej [6, 16]. Do zab urz eñ
tego ro dzaju do chod zi m.in. w przy padku d³ugot rwa³ego
od dzia³ywana ni skiej tem per atu ry otoc zenia, kie dy to zo -
staje po bud zony uk³ad: po dwz górze – przy sadka – nad -
nerc za, co po wod uje szybk¹, bo nastêpuj¹c¹ ju¿ po up³y -
wie 20 min [7, 9] sekrecjê glikokortykosterydów, która
po winna sp owod owaæ znacz ny wzrost ich chwi low ego
stê¿ enia we krwi. Szcz egó ln¹ uwagê nale ¿y przy tym
zwró ciæ na kor tyz ol, gdy¿ w wa runk ach fi zjol ogi cznych
sta nowi on 95% puli gli kok ortykosterydów. Jego do -
bowa pro dukc ja wy nosi 10–30 mg na dobê, a chwi lowe
stê¿ enie w wa runk ach fi zjol ogi cznych waha siê w  zakre -
sie 20–250 ng/ml [11]. 

Ak tua lnie gli kok orty kos ter ydy oznac za siê na j czê œ -
ciej me tod ami im mun olo gic znymi [12, 13, 15], kt óre
cha rakt ery zuje wy soka czu³oœæ oraz kr ótki czas anal izy.
Ich wadê sta nowi na tom iast ni ska sp ecyficznoœæ [5], co
znacz nie obni¿a u¿yte cznoœæ tych me tod w prak tyce me -
dyczno-s¹do wej. Od pow iednio czu³¹ i spe cyf iczn¹ (bez
de ryw aty zac ji) te chn ikê LC-MS sto sow ano do tychc zas
wy³¹cznie do oznaczeñ su row icy krwi po bran ej od osób
¿y wych [2, 10, 14]. U¿ ycie tech niki GC-MS kom plik uje
zaœ kon iecz noœæ za stos owa nia de ryw aty zac ji, kt óra jest
pra coch³onna, a po nadto ze wz glêdu na dro gie  odczyn -
niki, po dwy¿s za kosz ty anal izy [4].

Ce lem pra cy by³o za tem oprac owa nie, opty mal iza cja
i wa lid acja pro ced ury anal ity cznej oznac zania  wybra -
nych ho rmon ów kory nad nerc zy – kor tyz olu, kor tyz onu
i kor tyk ost eronu we krwi po bran ej od osób zmar³ych za
po moc¹ chro mat ogr afii cie czow ej w po³¹cze niu ze spek -
trom etri¹ ma sow¹ z za stos owa niem jo niz acji che miczn ej
pod ciœ nieni em at mosf ery cznym (LC-APCI-MS), a na -
stêp nie spraw dzen ie jej przyd atno œci w anal izie  wybra -
nych pr zypa dków nag³ych zg onów.

2. Ma ter ia³y i apar atu ra

Od czynn iki sta nowi³y: me tan ol Chro mas olv® LC-MS 
oraz acet oni tryl Chro mas olv® LC-MS (Rie del-de Haen,

Niem cy), di chlor ome tan (Sig ma-Al dr ich, Niem cy), kwas 
mrów kowy (Merck, Niem cy), dek sam eta zon, kor tyz ol
oraz kor tyz on (Sig ma-Al dr ich, Niem cy), kor tyk ost eron
oraz mró wcz an amonu (Flu ka, Sta ny Zjed noc zone), al -
bum ina BSA (Sig ma-Al dr ich, Niem cy), na trium  chlora -
tum 0,9% (Fre sen ius Kabi, Pol ska), a tak ¿e woda dejo -
ni zow ana uzys kana przy u¿yc iu Mil li-Q (Mil lip ore, Sta -
ny Zjed noc zone). Anal izie pod dano pró bki krwi po brane
z dz iesi êciu zw³ok osób, u kt órych nie stwier dzono istot -
n ych zmian cho rob owy ch, a zmar³y na tychm iast po do -
znan iu nie spod ziewa nego urazu.

Wy kor zyst ano chro mat ogr af cie czowy Ther mo Fin -
ning an Su rveyor wy posa¿ ony w po mpê gra dient ow¹ i au -
tom aty czny do zown ik sp rzê¿ ony ze spek trom etr em mas
typu pu³apka jo nowa LCQ Ad vant age Max (Fin ning an,
San Jose, Sta ny Zjed noc zone), w któr ym za stos owa no
che miczn¹ jon izacjê pod ciœ nieniem at mosf ery cznym
(APCI) w try bie jon ów do datn ich. Chro mat ogr af cie -
czowy i spek trom etr ma sowy pra cowa³y pod kon trol¹
pro gramu X’ cal ibur, kt óry wy kor zyst ano ró wni e¿ do
opra co wan ia da nych.

3. Opty mal iza cja me tody

Pod staw owym kry ter ium opty mal iza cji me tody by³o
uzys kanie jak najw y¿sz ych pików chro mat ogr afic znych
kor tyz olu, kor tyz onu i kor tyk ost eronu, co osi¹gni êto
przez okreœlenie od pow iedni ch:

a) parametrów pra cy spek trom etru mas, tj. napi êcia ka -
pil ary i jej tem per atu ry, przep³ywu gazu jo niz uj¹cego 
i po mocn icz ego, tem per atu ry od par owa lnika i pr¹du
ko rony, kt óre ok reœ lono przy u¿ yciu me tan olo wych
wz orc ów stan dardu wewn êtrz nego, tj. dek sam eta -
zonu oraz ana lit ów – kor tyz olu, kor tyz onu i kor tyk o -
st eronu;

b) war unk ów eks trakc ji, co osi¹gni êto przez po r ówn y -
wa nie (pod k¹tem czystoœci i wydajnoœci) ekstraktów 
glikokortykosterydów i dek sam eta zonu z roz tworu
6% BSA w 0,9% NaCl otrzym any ch zarówno przy
u¿yciu di chlor ome tanu, jak i octa nu etylu (przy
pH 6,5 oraz pH 9,0);

c) waru nków chro mat ogr afic znych, tj. ta kich, kt óre
umo¿ liwia³y uzys kanie w jed nym pro ces ie anal ity cz -
nym od pow iedni ego roz dzia³u me tan olo wych wzor -
ców stan dardu wewn êtrz nego, czy li dek sam eta zonu
i anal itów, tj. gli kok ort yko ste rydów przy u¿y ciu ko -
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lumny Pu ros pher RP-C18, 125 ́  3 mm (Merck) oraz
Ad sorb osp here HS-C18, 250 ´ 4,6 mm (All tech), do
cze go za stos owa no kil ka war iantów  dwusk³ad ni k o -
wej fazy ru chom ej sk³adaj¹cej siê z acet oni try lu
i wody.

4. Pro ced ura anal ity czna

4.1. Pro ced ura chro mat ogr afic zna HPLC-APCI-MS

Naj leps zy roz dzia³ chro mat ogr afic zny ekst rak tów
uzys kano na ko lumn ie Ad sorb osp here HS C18, 250 ́  4.6 
mm I.D. 5 µm (All tech) po za stos owa niu  dwusk³adni-
 kowej fazy ru chom ej sk³adaj¹cej siê z wody (A) i acet o -
ni try lu (B) o przep³ywie 0,5 ml/min. Pro fil gra dientu wy -
nosi³: przez 2 min 70% A i 30% B, po czym przez 28 min
pro porc je fazy ru chom ej zmie nia³y siê stop niowo do
30% A i 70% B, a nast êpnie udzia³ fazy B wzra sta³ da lej
tak, by w 43 min osi¹gn¹æ 100%. Stan wy jœciowy, tj.
70% A i 30% B przy wrac ano póŸn iej przez 6 min. Ca³a
pro ced ura chro mat ogr afic zna trwa³a wiêc 49 min. Objê -
toœæ na strzyku ek strakt ów wy nosi³a 20 µl.

Opty maln ymi pa ram etr ami dla pra cy spek trom etru
ma sow ego okaza³y siê: tem per atu ra Ÿród³a jon ów = 550oC;
azot = 40 arb (ar bit rary unit of LCQ in strum ent) jako gaz
jo niz uj¹cy; azot = 5 arb (ar bit rary unit of LCQ in strum -
ent) jako gaz po mocn iczy; tem per atu ra ka pil ary = 220oC
oraz pr¹d ko rony = 5 mA. Wid ma ma sowe oznac zany ch
sub stanc ji mie œci³y siê w za kres ie 100–400 m/z (ry ciny 1, 
2, 3, 4).

Do anal izy iloœ cio wej za stos owa no op cjê mo nit oro -
wan ia wy bran ych jo nów (SIM). Sy gna³ po chodz¹cy od
po zorn ych jo nów mo lek ula rnych [M+H]+ re jes trowa no
przy wa rto œciach m/z = 363 dla kor tyz olu, 361 dla  korty -
zo nu, 347 dla kor tyk ost eronu oraz 393 dla dek sam eta -
zonu (ta bela I).

4.2. Eks trakc ja

Do 500 ml ro ztw orów wzor cow ych glik oko rtyko ste -
rydów (w 6% BSA w 0,9% NaCl), a tak¿e 500 ml krwi,
do daw ano 0,5 ml bu foru amon owe go (pH = 6,5) i jako
stan dard wewn êtrzny 25 µl roz tworu dek sam eta zonu
w me tan olu (10 µg/ml). Eks trakc ja (przez wytrz¹sa nie
z 5 ml di chlor ome tanu) trwa³a przez 15 min. Nastêpnie
próbki wi row ano przy 3000 obr/min przez 10 min, su -
pern ata nt prze nos zono do prob ówek 2 ml typu Eppen dorf 
i od par owy wano do su cha w tem per atu rze 45oC w stru -
mien iu azotu. Przed oznac zeni em such¹ po zos ta³oœæ roz -
puszc zano w 30 µl me tan olu.

5. Wa lid acja me tody

Li nio woœæ de tekc ji ok reœl ono dla ka ¿dego gli kok o r -
ty kos ter ydu od dzieln ie przy dz iewiêc iu punk tach po mia -
r owy ch w 2 po wtór zen iach w za kres ie 1–500 ng/ml dla
kor tyz olu i kor tyz onu oraz w za kres ie 2–500 ng/ml dla
kor tyk ost eronu i stwier dzono, ¿e wspó³czyn nik ko rel acji
dla wszyst kich glikok ortykosterydów wy nosi³ r2 > 0,99
(ry cina 5).

Gra nicê wyk ryw aln oœci (LOD) okr eœl ono, u¿y waj¹c
krwi po bran ej ze zw³ok. Za stos owa no przy tym ma lej¹ce
st ê¿enia a¿ do osi¹gn iêcia sto sunku sy gna³u do szu mu
S/N = 3 i stwier dzono, ¿e dla kor tyz olu i kor tyz onu gra -
nica de tekc ji wy nosi 0,5 ng/ml, a dla kor tyk ost eronu
1 ng/ml. Przy za³o¿e niu, ¿e zgod nie z ogól nie przy jêtymi
za sad ami gra nica ozn acz alnoœci (LOQ) to LOD ´ 2,
przyj¹æ nale¿y, ¿e uzys kano LOQ rzêdu 1 ng/ml dla kor -
tyz olu i kor tyz onu oraz 2 ng/ml dla kor tyk ost eronu.

Od zysk gl ikokortykosterydów wy znac zono (jako
 œred ni¹) na pod staw ie sy gna³ów anal ity cznych 4 ekst rak -
tów otrzym any ch z roztwo rów 100 ng/ml kor tyz olu, kor -
tyz onu i kor tyk ost eronu (w 6% BSA w 0,9% NaCl)
z sy gna³em ich nie ekst raho wan ych wzo rców me tan olo -
wych o tym sa mym st ê¿eniu. 

Pre cyz jê (wzg lêd ne od chyl enie stan dard owe, RSD)
wy znac zono przez czterokrotn¹ ekstrakcjê tego same-
go roz tworu kor tyz olu, kor tyz onu i kor tyk ost eronu (po
100 ng/ml ka¿ dego z gli kok ort ykos ter ydów w 6% roz -
twor ze BSA w 0,9% NaCl), a nas têpn ie oznac zenie tych
ekstr aktów w sposób wy¿ej opis any w ci¹gu jed nego
dnia. Re zult aty pro ced ur wa lid acy jnych przed staw iono
w ta beli II.

Pr zyd atnoœæ przed staw ionej wy¿ej me tody oznac za -
nia gliko kort ykosterydów do ba dan ia ma ter ia³u po bran e -
go ze zw³ok spraw dzono, oznac zaj¹c przy jej u¿yciu
kor tyz ol, kor tyz on i kor tyk ost eron w dzi esi êciu pró bka ch 
krwi, cze go wy niki przed staw ia ta bela III. 

Trzy pr óbki krwi wy kor zyst ano po nadto do spraw -
dzen ia, jak¹ wydaj noœæ eks trakc ji mo¿ na uzy skaæ wów -
czas, gdy za istn ieje po trzeba oznac zenia gli kok orty ko -
ste ryd ów w ma ter iale po bran ym ze zw³ok. W tym celu
do dano do nich po 100 ng/ml kor tyz olu, kor tyz onu i kor -
tyk ost eronu, gdy¿ po zwala³o to na osi¹gn iêcie ta kiego
 stê ¿enia kor tyz olu, któ re mie œci³o siê w za kres ie st ê¿eñ
fi zjol ogi cznych, tj. 20–250 ng/ml [11]. Wy niki, ja kie
uzys kano, przed staw ia ta bela II. Do ich ob lic zenia za -
stos owa no w tym przy padku wzór:

% recovery =
-

×+A A

A
x x100

100

100 , {1}

gdzie: Ax+100 to po wierzchn ia piku gli kok orty kos ter ydu
uzys kana po eks trakc ji z krwi z do datk iem 100 ng/ml
kor tyz olu, kor tyz onu i kor tyk ost eronu; Ax –  powierzch -
nia piku gli kok orty kos ter ydu uzys kana po eks trakc ji
z krwi bez do datku kor tyz olu, kor tyz onu i kor tyk o st e -
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ronu; A100 – po wierzchn ia piku wzor ca  glikokortykoste -
rydu o stê ¿en iu 100 ng/ml (bez eks trakc ji).

6. Dys kus ja i wnio ski

St ê¿e nia gl iko kortykosterydów stwier dzone w 10 prób -
kach krwi po bran ej ze zw³ok mi eœci³y siê w za kres ie st ê -
¿eñ fi zjol ogi cznych, co jest zgod ne z oczek iwa nia mi, bo -
wiem do brano ta kie przy padki zgon ów, w któr ych ich
okol iczn oœci nie wska zywa³y na wcze œni ejsze za dzia -
³anie stre su, a od za istn ienia urazu do zgo nu up³ywa³ zbyt
kró tki czas, by zda rzen ie mog³o spo wodo waæ wzm o¿on¹
sek recjê gli koko rtykosterydów przez nad nerc za. Spraw -
dzono równi e¿, ¿e od zysk gl ikokortykosterydów z krwi
po bran ej ze zw³ok jest za dow alaj¹cy. Je ¿eli za tem wzi¹æ
pod uw agê po wy¿sze stwier dzen ia, oraz fakt, ¿e  para -
metry chro mat ogr afu cie czow ego po zwoli³y na bar dzo
do bry roz dzia³ kor tyz onu, kor tyz olu i kor tyk ost eronu od
sie bie, a tak ¿e od dek sam eta zonu w jed nym pro ces ie  ana -
li tycznym (ry cina 6), zaœ przed staw ione w tej pra cy pa -
ram etry pra cy de tekt ora ma sow ego po zwoli³y na
uzys kanie od pow iedni ej in ten sywno œci wy bran ych jo -
nów pseu dom ole kul arn ych, tj. > 105, to pre zent owan¹
w tej pra cy met odê LC-APCI-MS oznac zania  glikokor -
tykosterydów uznaæ nale¿y za naj prostsz¹ a jed noczeœnie
od pow iednio czu³¹ i spe cyf iczn¹ dla po trzeb dia gnos tyki
poœ mier tnej, zw³asz cza wów czas, gdy dla ocen iane go
przy padku istotne zna czen ie ma bio chem iczne  potwier -
dzenie za¿ ycio wego za dzia³ania czyn nika stre sow ego.
Na za stos owa nie jo niz acji che miczn ej pod ciœ nieni em at -
mosf ery cznym (APCI), a nie ESI (jo niz acji elekt rono -
wej), zde cyd owa no siê, pon iew a¿ w jej przy padku wa -
run ki jo niz acji s¹ ³agodn iejsze, co po zwoli³o na osi¹g n iê -
cie od pow iednio wy sok iej czu³oœci i li nio woœci de tekc ji.

Do za let pro pon owa nej me tody za lic zyæ na le¿y na -
szym zda niem mo¿ liwoœæ za stos owa nia dek sam eta zonu
jako stan dardu wewn êtrz nego, gdy¿ (jak siê okaza³o)
z po wod zeni em za stê puje on dro gie i trud no dost êpne
deu ter owe anal ogi glik oko rtykosterydów. Do jej ogra -
nic zeñ nale ¿y na tom iast to, ¿e z fazy ru chom ej na le¿y
wy elim inowaæ kwa sy or gan iczne (mimo, ¿e s¹ one ko -
rzystne dla jo niz acji w try bie APCI, gdy¿ zwi êkszaj¹  in -
tensywnoœæ sy gna³u de tekc ji). Stwier dzono bo wiem, ¿e
na wet nie wielki ich do dat ek po wod owa³ tworzenie ad -
duk tów znacznie zak³ócaj¹cych detekcjê.      
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