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METANEFRINY A JEJICH VYZNAM PRO
DIAGNOSTIKU FEOCHROMOCYTOMU

JIRI BESTAK

Endokrinologicky Gstav, Narodni 8, 116 94 Praha 1
jbestak@endo.cz

Metanefriny jsou jednim zproduktd metabolismu
katecholamind. Ten probiha dvéma zakladnimi cestami.

Hlavni nebo téZ intraneuronalni cesta je pomoci
monoaminooxidazy (MAO) a naslednou redukci aldehyd
reduktazou (AR) na dihydroxyphenylglycol (DHPG). Ten je
dale metabolizovan pomoci catechol-O-methyl transferasy
(COMT) na methoxyhydroxyfenylglykol (MHPG) a dale pak
v jatrech alkohol dehydrogenasou (ADH) na kyselinu
vanilmandlovou (VMA).

Vedlejsi (extraneuronalni) cesta vede ptisobenim COMT
na katecholaminy za vzniku metanefrinu (MN) a nor-
metanefrinu (NMN). Ty pak mohou byt vylou¢eny mo¢i ve
volné formé nebo ve formé sulfatd. Piipadné mohou byt
v jatrech dale metabolizovany pomoci MAO a ADH na
kyselinu vanilmandlovou (VMA).

Pro diagnostiku feochromocytomu lze vyuzit vétSinu
vyse zminénych latek. Od historicky nejstarSiho stanoveni
kyseliny vanilmandlové pies katecholaminy po metanefriny
v modi. Teprve v poslednich ca 15 letech doSlo k rozmachu
stanoveni volnych plasmatickych metanefrind. Toto stanoveni
se stalo zlatym standardem pro diagnostiku feochromocytomu
diky jeho velmi vysoké selektivité i specificité.

Podporieno MZ CR — RVO (Endokrinologicky ustav — EU,
00023761.)

VITAMIN D JAKO MOZNA PREVENCE
COVID -19 S VYUZITIM LC/MS/MS

MARIE BICIKOVA, LUDMILA MACOVA, MARTIN
HILL

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha 1
mbicikova@endo.cz

We contacted the staff of our medical facility with a
request for voluntary provision of at least 2 ml of serum twice
a year: winter collection by 15th of 2021 and summer
collection by 15 of September 2021 (i.e. in the middle of the
pandemic). The volunteers received the Patient Information
and signed the Informed Consent in accordance with the
discussion of the study proposal by the Ethics Committee of
the Institute of Endocrinology. In both samples, the probands
completed a questionnaire as to whether or not they had
undergone COVID-19, confirmed by a PCR test, whether they
were using vitamin D3 substitution, as well as gender and date
of sample. The volunteers were rewarded for lost time and
inconvenience. The aim of our study was to map vitamin D
levels in people who had not had COVID-19 and to compare
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the supply of vitamin D (calcidiol) in people who had the
disease. Results are summarized in the Table 1.

Table 1. Analysis of relationships between levels of vitamin D and
occurrence of COVID-19 and stage of the trial (month) for
patients with and without vitamin D supplementation using an
ANOVA model

Factor/interactionx F-Ratiod p-valueH

CovH 7,91 0,007
MonH 37,51 <0.001x
Cov-x-MonH 0,0n 0,889
Subj-(Sup,-Age,Vac,-Cov)n 7,71 <0.001x

Abbreviations:-Cov-...-Covid-19;-mon...month;-subj... 9
Subjects;-sup...supplementation;-vac..-vaccination®

Patients with vitamin D levels of 80 nmol / L or higher
statistically significantly less often suffered from Covid-19.
Our results are consistent with the results collected in the cited
review?.

Supported by MH CZ - DRO (Institute of Endocrinology - EU,
00023761)"
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ANTIVIROVE PUSOBENI AMIODARONU PRI
ONEMOCNEN]I SARS-CoV-2

RADOVAN BiLEKa, VILEM DANZIGP, TEREZA
GRIMMICHOVAa¢

@Endokrinologicky Ustav, Narodni 8,110 00 Praha 1;
bKarlova univerzita, Vieobecna fakultni nemocnice, 1.
interni klinika kardiologie a angiologie, Karlovo namésti
32,128 08 Praha 2; ‘Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, Interni klinika, divize diabetologie a
endokrinologie, Srobarova 50, 100 34 Praha 10
rbilek@endo.cz

V préci se zabyvame SARS-CoV-2 infekci v Ceské
republice probihajici v obdobi 1. 4. 2020 — 30. 6. 2021 a data
porovnavame s vyskytem tohoto onemocnéni za stejné Casové
obdobi u 1032 pacientii 1é¢enych amiodaronem. Z naSich dat
vyplyva, Ze ve vyse uvedeném obdobi onemocnélo infekci
SARS-CoV-2 v Ceské republice z celkem 10 694 000 obyvatel
15.6 % populace, naproti tomu u 1032 pacientll 1é¢enych
amiodaronem v tomtéZ obdobi ve 2 prazskych nemocnicich
bylo nakaZzeno SARS-CoV-2 pouze 3.4 % pacientq.

Amiodaron je lé¢ivo Siroce pouzivané pii vyskytu
arytmii. Soucasné je to i blokator Ca®* kanalii a interferuje s
endocytosou pii infekci SARS-CoV-2, tj. md vyznamné
antivirové G¢inky. Pfiznivé jsou z hlediska nemoci i jeho

vyskyt volného jodu v cirkulaci, ktery je z molekuly
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amiodaronu uvolfiovan, ma antivirovy efekt. Rozdily v %
infekce u populace Ceské republiky a u pacient 1é¢enych
amiodaronem jsou natolik velké, ze by to mélo vést k
vyzkumu 0 mozném vyuziti téchto poznatki v praxi.
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Obr. 1. Amiodaron

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Gstav - EU,
00023761)
ZLUTY ZAZRAK Z VYCHODU = KURKUMA

PAVEL DRASAR, MICHAL JURASEK

Ustav chemie pFirodnich latek, Vysokd $kola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 166 28 Praha 6
drasarp@vscht.cz

Kurkuma, v ¢estiné téz indicky Safran, zluty kofen, zluty
zazvor, indicky 1€k, indicky zensen ¢i zluty zazrak, (angl.
turmeric, castor saffron, saffron root) prasek vyrabény
vafenim (v alkalickém prostiedi), usuSenim a pomletim
oddenku kurkumovniku (Curcuma longa L.).

Kurkumin (E100, CI Natural Yellow 3, kurkumova zlut’,
kurkum, diferuoylmethan) je pro tuto stat’ hlavni soucasti a
hlavnim ¢lankem biologické aktivity.
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Obr. 1. Kurkumin

Jiz v roce 1949 bylo publikovano, Zze kurkumin ma
antibakterialni vlastnosti. Poté se po roce 1970 stal pfedmétem
dalsiho védeckého badani a byly publikovany aktivity jako
antidiabetickd,  hypocholesteromickd,  protizanétlivd  a
antioxidacni. Pozdgji, v osmdesatych letech bylo poukazano na
aktivitu protirakovinnou. V roce 1995 bylo publikovano, Ze
vykazuje protizanétlivou aktivitu. Az do soucasnosti 1ze vidét
zkoumani pouZiti kurkuminu jako neuroprotektiva a latky
pozitivné ovlivilujici subjekty s Alzheimerovou chorobou. V
letech 2017-2019 byla provedena klinicka studie pouziti
kurkuminu na udrZovani nebo zlepSeni fyzickych a kognitivnich
funkei pti starnuti dospélych pii zvySeném riziku jejich postizeni.

Déle je zkouman i jako latka s extensivnim
kardioprotektivnim U¢inkem, pro ucinky antimalaricke,
fungicidni, anti-cytotoxickeé.

Zda se, ze nekteré prirodni latky mohou mit tak Siroké
spektrum, ze je mizeme povazovat téméf za univerzalni
bolehoj, coz radi zaznamenavame a ptedkladame odborné
vefejnosti.

LITERATURA
1. Jurddek M., DraSar P.: Chem. Listy 116, 293 (2022).
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THE ROLE OF STEROID CONJUGATES IN
PHYSIOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY

RICHARD HAMPL

Institute of Endocrinology, Narodni trida 8, 116 94 Praha 1
rhampl@endo.cz

Biologically active steroids exist in living organisms in
two forms: free (unconjugated) or conjugated with other
molecules, most often with sulfuric acid (sulfates) or
glucuronic acid. In the past conjugated steroids were believed
to be only excretion products but newer investigation revealed
that they possess their own biological activities, differing from
free hormones and their metabolites. Their levels in biological
fluids (blood plasma, interstitial fluid, CSF etc.) as well as
their concentrations in the tissues and cell compartments differ
considerably from unconjugated ones. While the role of
glucuronosidation seems to be mainly a regulation of the
actual concentration of biologically active steroids, steroid
sulfates display a number of important functions. Let us here
to bring a few examples:

The most prominent steroid sulfate is dehydroepi-
androsterone sulfate (DHEAS). Well known is its effect as an
allosteric modulation of N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptors in neural cells, consisting in regulation of voltage-
gated T-type calcium channel, or an antidepressant-like
effects in animal behavioral models of depression by
interaction with non-opioid sigma receptors.

As shown recently, DHEAS possess a number of effects
through putative G-protein coupled membrane receptors,
resulting in activation cCAMP regulated responsive elements
binding protein (CREB) leading to expression of various
proteinst. One of these effects is stabilization of tight junction
proteins forming the blood-brain barrier (BBB), influencing
thus the transport of various substrates into brain. The same
effect DHEAS has on blood-testis barrier?. The transport of
DHEAS itself across the BBB is mediated by organic anion
binding protein (OATP), which may serve as a
pharmacological target.

Steroid conjugates are also of interest in pharmacy, since
they may serve as an alternative mean for entering the steroid
drug to the desired site in the organism. From this point of
view, let us mention the recent work on steroid amino acid
conjugates®.

Supported by the Ministry of Health of the Czech Republic —
project RVA Endokrinologicky Ustav — EU 00023761
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STEROIDY A GESTACNI DIABETES

MARTIN HILL? ANTONIN PARIZEK®, LEONA
ONDREJIKOVA?, MARTA VELIKOVA? DANIELA
VEJRAZKOVA?, LUBOSLAV STARKA?

a8Endokrinologicky ustav, Narodni trida 8, 116 94 Praha 1,
bGynekologicko-porodnicka klinika, VFN, Apolindrska 18,
128 08 Praha 2
mhill@endo.cz

Gestacni diabetes mellitus (GDM) je velmi castou
a zaroven zavaznou t€hotenskou komplikaci. Hladiny steroidt
V téhotenstvi jsou extrémneé zvysené a jejich role v téhotenstvi
je klicova, avsak témeéf chybi systematické studie zkoumajici
zmény steroidomu v souvislosti s patofyziologii GDM. GDM
je spojen s nizkymi hladinami pohlavni steroidy vaziciho
globulinu (SHBG), inzulinovou rezistenci a hyperinzulinemii.
DalSimi relevantnimi latkami jsou placentarni
proteohormony, jako je kisspeptin a CRH, které hraji
dtilezitou roli i mimo t&hotenstvi, kdy jsou vSak syntetizovany
V podstatné niz§ich mnoZzstvich v hypothalamu. Uvedené
placentarni proteohormony ovliviiuji prubéh téhotenstvi i
syntézu t¢hotenskych steroidi a mohou se podilet na
patofyziologii GDM.

Steroidy jsou v téhotenstvi primarné syntetizovany
fetdlni zdnou nadledviny plodu a déle placentou, nadledvinou
matky a jatry matky i plodu. Téhotenské steroidy zahrnuji
zejména sulfatované A® steroidy, které primarné pilisobi
prostfednictvim modulace rtiznych iontovych kanali a
ovlivituji vyvoj GDM rlznymi sméry, vétSinou pro-
diabetogenni progesteron a prevazné anti-diabeticky estradiol
pusobici na genomové inegenomové Urovni, androgeny,
neuroaktivni steroidy ovliviujici funkei hypofyzy a kortizol,
jehoz tvorba je stimulovana CRH, ale ktery potlacuje jeho
prozanétlivé uc¢inky CRH. Vzhledem ke komplexnimu
plsobeni steroidii jsou zapotfebi studie posuzujici jejich
prevazujici ucinek a jejich vhodnost pro odhad predispozice
ke GDM. V soucasnosti jsme publikovali studie zabyvajici se
témito otdzkami® 2. Steroidomické udaje (101 steroidi
kvantifikovanych GC-MS/MS) vedly k zavéru, ze zvySujici se
diabetogenni udinky s bliZzicim se terminem porodu jsou
spojeny s pfibyvajicimi hladinami progesteronu. Ziskané
udaje také ukazuji, Ze potladena tvorba antidiabetického
estradiolu miize byt dilezitou sloZzkou v patofyziologii GDM.
Pacientky s GDM totiZ vykazovaly nizsi hladiny testosteronu
(v dusledku snizené aktivity AKR1C3) a estradiolu (v
disledku posunu od aktivity HSD17B1 smérem k aktivité
HSD17B2), a dale nizsi hladiny 7-oxygenovanych androgeni
(soutézicim s kortizonem o aktivni mista HSD11B1 a
posouvajicim takto rovnovahu od diabetogenniho kortisolu
smérem k neaktivnimu kortizonu) (Obr. 1), sniZzenou aktivitu
SRD5A a CYP17Al v hydroxylasovém kroku avSak vyssi
aktivitu v kroku lyasovém.

S blizicim se terminem porodu byly pozorovany
stoupajici aktivity enzymi CYP3A7, AKR1C1, CYP17A1
v hydroxylasovém kroku, avSak pokles aktivity CYP17A1
v lyasovém kroku, stoupajici konjugace neuroinhibi¢nich
a tchotenstvi stabilizujicich steroidi a pokles aktivity
AKR1D1.
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Data tykajici se aktivity CYP17A1 nastifiovaly vyznam
»postranni cesty” (backdoor pathway) v metabolismu C21
steroidli, nebot’ snizené So/B-pregnany jsou vynikajicimi
substraty s vysokou afinitou k tomuto enzymu. Tyto
metabolicky stabilni analyty se zdaji byt lepSimi indikatory
aktivity CYP17A1 jak v hydroxylasovém, tak lydzoveém kroku
ve srovnani s A% a A* steroidy. Pokud jde o hladiny
sulfatovanych AS steroidli, které ovliviiuji patofyziologii
GDM, nase data naznacuji celkové bud’ vyvazeny, nebo mirné
pro-diabetogenni ti¢inek téchto neuroaktivnich latek.

Pozorovana nizsi konjugace nékterych fyziologicky
aktivnich steroidd u Zzen s GDM naznacuje pievladajici trend
snizovani clearance neuroinhibi¢nich (a vétSinou neuropro-
tektivnich) pozitivnich modulatorit GABAAR a souc¢asné nizsi
tvorbu excitacnich (a nékdy i excitotoxickych) sulfatovych
steroid jako jsou pregnenolon-sulfat a isopregnanolon-sulfét.

Ziskané udaje dale ukazuji, ze steroidomické zmény
souvisejici s GDM jsou patrné v matefské krvi, ale ne ve
smiSené pupeénikové krvi, coz ukazuje rozhodujici roli
matefského kompartmentu v patofyziologii GDM, pfestoze
koncentrace neuroaktivnich steroidt, které mohou ovlivnit
glukézovou homeostazu, jsou ve srovnani s matefskou krvi
vyrazné¢ vyssi ve smiSené pupecnikové krvi.

Zavérem lze tici, ze u zen s GDM je podstatné zménén
matefsky, ne vSak fetalni steroidom, coz muze mit fadu
disledku v souvislosti s patofyziologii GDM.

OH

70a-OH-DHEA
K;=1.85+0.495uM
7B-OH-DHEA
K;=0.255+0.005 uM

A

Obr. 1. Kompetice 7 oxygenovanych steroidi s kortikoidy o enzym
HSD11B1®

Granty Agentury pro zdravotnicky vyzkum CR NV17-30528A,
NU20-01-00308, a NU20-04-00389 podporily tento vyzkum.
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POKROKY VE STANOVENI ANABOLICKYCH
ANDROGENNICH STEROIDU: OD ZAVEDENE
PRAXE K MULTIDISCIPLINARNIM PRiISTUPUM
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Anabolické androgenni  steroidy (AAS) byvaji
zneuzivany sportovci, ale bohuzel asto i jedinci bézné
populace. Problémy a rizika spojena se zneuzivanim AAS
pfitahuji celosvétoveé stale vice pozornosti a tim sili i
pozadavky na moznosti stanoveni téchto latek.

Zavedené metody pro studium AAS a odhalovani
dopingu spocivaji zejména v separaci Kkapalinovou ¢&i
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Tento postup
v3ak vyZaduje relativné naro¢nou piipravu vzorku, znalost
metabolismu AAS a dobfe vySkolené operatory pristroju
s vysokou pofizovaci cenou. Pro svou komplikovanost tak
zustavaji v gesci odbornikd, coz brani jejich Sir§imu vyuziti.

Ve snaze naplnit aktualni pozadavky pro stanoveni AAS
se Cast védecké obce zaméfila na vyvoj novych, na miru
konstruovanych pfistupti. Ty sméfuji k vyvoji Casové a
ekonomicky efektivngjsich metod, které je mozné pouzivat
rutiné i vterénu. Tato stanoveni maji za cil analyzu
nejriznéjsich matric, jako jsou biologické tekutiny, doplitky
stravy, ale i maso, voda ¢i jiné komponenty zivotniho
prostiedi. Prace pfinasi ptehled soucasnych pokrokt v analyze
AAS s dlirazem na metody zalozené na protilatkach,
enzymech, aptamerech, oligonukleotidech, buinikach ¢i jejich
receptorech, a v neposledni fadé na chemicky navrzenych
umélych senzorech.

méfitelny signal
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Tato prace vznikla za podpory grantu Specifického
univerzitntho vyzkumu ¢.: AL_FPBT_2022_007 a projektu
CEREBIT ¢.: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007397.
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Obr. 1. Schématické znazornéni sensoru
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POROVNANIE STEROIDNEHO PROFILU
PREDPUBERTALNYCH DIEVCAT S PORUCHOU
AUTISTICKEHO SPEKTRA A NEUROTYPICKYCH
KONTROL

KATARINA JANSAKOVA2 MARTIN HILLP, HANA
CELUSAKOVA? GABRIELA REPISKA2, MARIE
BICIKOVAP, LUDMILA MACOVAP, DANIELA
OSTATNIKOVA®?
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Poruchy autistického spektra (PAS) zahrnaja
neurovyvinové poruchy s doposial’ nejasnou etiologiou. V
zavislosti od zavaznost byvaju CastejSie diagnostikovani
chlapci nez dievéata v pribliznom pomere 5:1. V désledku
tohto nepomeru sa skiimaju r6zne hormoény. Nakol'ko dievcat
diagnostikovanych s PAS je menej, vyskum sa orientuje
predovsetkym na chlapcov. Takymto spdsobom dochadza k
opomenutiu jednej skupiny jedincov s PAS a vytvoreniu
medzere vo vyskume. Ciel'om §tidie bola analyza hormoénov
steroidnej drahy u dievcat s diagndézou PAS a ich porovnanie
s neurotypickymi vekovo zodpovedajucimi kontrolami.

Do stadie bolo zaradenych 16 dievcat (priemerny vek
4,8 rokov) s diagnézou PAS a 16 neurotypickych kontrol
(CTRL, priemerny vek 4,2 rokov). Diagnéza PAS bola
stanovena v Akademickom centre vyskumu autizmu, LF UK
v Bratislave. Steroidy boli detegované v plazme vyuZitim
plynovej chromatografie/hmotnostnej spektrometrie. Pozoro-
vali sme niZzSiu koncentraciu pregnenoldnu u PAS v porovnani
s CTRL (p=0,013). Naopak, pozorovali sme trend smerom k
vysSej koncentracii dehydroepiandrosteron sulfatu (p=0,123),
androsterénu  (p=0,145) a jeho sulfatu (p=0,188) ¢&i
epiandrosteron sulfatu (p=0,144) u jedincov s PAS v
porovnani s CTRL.

Vysledky poukazuju na mozné zapojenie niektorych
Casti alternativnej drahy tvorby androgénov u PAS diev¢at,
avsak s najvacsou pravdepodobnost'ou pre limitovanu vzorku
su rozdiely medzi skupinami nevyznamné. Zaujimavost'ou je
vysSia koncentracia spominanych horménov u PAS diev¢at
oproti kontrole a tym aj ich teoreticky mozna vysSia
podobnost’ s chlapcami v ramci steroidného profilu.

Téato Stadia bola podporend grantami APVV 15-0045, APVV
15-0085, APVV-20-0070, APVV-20-0139 a VEGA 1/0068/21.
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Praha 6; PUstav molekulové a translacni mediciny Lékarské
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Na&s nedavny objev byl, ze C-17 pfemostény estradiol-
ovy dimer (ED) obsahujici dvé 1,4-disubstituované 1,2,3-tri-
azolové skupiny s pyridinovym centrem je vysoce u¢innym
inhibitorem polymerace a dynamiky mikrotubuli’. Popsali
jsme, ze ED je potentné&jsi nez diive v klinickych studiich
testovany 2-methoxyestradiol (ME). V tomto piispévku
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budou struéné prezentovany vysledky tykajici se dvou sérii
novych estradiolovych dimerd obsahujici modifikace/variace
v ramci spojovaciho mustku. Biologické in vitro testovani
dimerd ukazalo vyznamné zlepSeni selektivity nékterych
dimert vuci rakovinnym bunkam. Analyza bunééného cyklu
u dimerd s ICso nizsi nez 10 uM na CCRF-CEM prokéazala
zastavu v G2/M fazi a inhibi¢ni aktivita vici sestavovani
tubulinu byla ovéfena in vitro pro celou sérii dimerd. Pro
dimery se souhrnné nejzajimavéj$imi daty byla provedena
vizualizace inhibice tubulinové polymerizace na U2-OS. Na
zakladé predpokladu, Ze se dimery vazou do kolchcinového
mista tubulinu, byl navrZen in silico model zobrazujici vazbu
dimerd v molekule tubulinu.

Tato préace vznikla za podpory grantu A1_FPBT_2022_007.
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CYTOKINY A NADOROVE MARKERY U
ONEMOCNENI Covid-19 - MOHOU JEJICH
HLADINY PREDPOVEDET PRUBEH
ONEMOCNEN]?
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Covid-19 je rychle se rozvijejici infekéni onemocnéni s
tézko predvidatelnym prub&hem. Pred nasazenim ,,agresivni
1é¢by, jako je uméla plicni ventilace (UPV) ¢i mimotélni
membrénova oxygenace (ECMO), je dulezité posoudit
zavaznost onemocnéni a odhadnout jeho dalsi vyvoj. Zatim
nejsou k dispozici spolehlivé prognostické biomarkery.
Jednou z mozZnosti by mohly byt sérové hladiny
prozanétlivych cytokinti':? vzhledem k tomu, Ze pravé tzv.
cytokinova boufe je jednou z pficin zhorSeni stavu pacienta
vedoucimu az k organovému selhani a smrti. DalSi
eventualitou by mohly byt sérové hladiny nadorovych
markerG®4, jelikoZ nékteré z nich se zvysuji v dasledku plicni
fibrozy vyvolané onemocnénim covid-19.

Provedli jsme retrospektivni nerandomizovanou studii,
ktera zahrnovala tfi skupiny pacientl s diagn6zou covid-19: 1/
30 pacientti s mirnym az stfedné tézkym onemocnénim, 2/ 30
pacienti na UPV, ktefi se uzdravili, 3/ 30 pacientd, ktefi
zemieli s covid-19. Cytokinovy profil prozanétlivych (IL-
lbeta, IL-12p70, IL-2, IL-4, IFN gama, TNF alfa, IL-6) a
regulaénich (IL-10) cytokin®i byl méfen v séru pacientt
pomoci mikrofluidni imunoanalytické platformy ELLA
(ProteinSimple, USA). Nadorové markery (CEA, CA 15-3,
CYFRA 21.1, HE4) byly stanoveny automatizovanymi
imunoanalytickymi metodami. Porovnali jsme hladiny
cytokinii a hladiny nadorovych markeri mezi skupinami.
Hladiny IL-10 byly vyznamné vys$i ve skupiné 3 ve srovnani
se skupinou 2 a 1 (p = 0,014). Hladiny IFN gama ve skupiné
1 byly vyssi nez ve skupiné 2 a 3, i kdyz nesignifikantné (p =
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0,062). Hladiny IL-6 byly vyssi ve skuping 3 nez ve skupiné
1 a 2 (praimér 97,4 pg/ml vs. 63,8 a 63,0, v tomto potadi).
Hladiny CEA a CYFRA 1.1 byly vyznamn¢ vyssi ve skupiné
3 nez ve skupin€ 1 a 2. Z nasich dat vyplyva, ze hladiny
cytokinii IL-10, IFN gama a IL-6 a hladiny nadorovych
biomarkerit CEA a CYFRA 21.1 by mohly pomoci predikovat
zivot ohrozujici pribéh onemocnéni covid-19 a tim piispét k
volbé 1écby.
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VYVOJ LC-MS/MS METODY PRO STANOVENI
VYBRANYCH METABOLITU VITAMINU D
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S objevem pleiotropnich pozitivnich G¢inki vitaminu D,
které mimo jiné zahrnuji také modulaci imunitniho systému a
neuroprotektivni pusobeni, se vitamin D stal jednim
z nejhojnéji sledovanych parametrii v klinickych laboratotich.
S rostoucim poctem provedenych méfeni rostou také
analytické naroky na laboratorni stanoveni vitaminu D.
Vzhledem k lipofilni povaze molekuly, jeho tendenci vazat se
na proteinovy transportér a extrémné nizkym koncentracim je
meéfeni vitaminu D doprovazeno mnoha analytickymi
problémy. Velké mnoZzstvi strukturné podobnych prekurzort
a metabolitll v biologickych vzorcich ¢asto vede ke zkiizenym
reakcim a nadhodnoceni vysledkd pii pouziti béznych
rutinnich metod zaloZenych na imunoreakci. Pro vysokou
specificitu a citlivost se pro hodnoceni stavu vitaminu D staly
preferovanymi chromatografické metody s detekci pomoci
hmotnostni spektrometrie.

Byla vyvinuta vysoce citliva a rychla metoda zaloZena
na hmotnostni spektrometrii umoziujici soucasnou kvantifi-
kaci 25-hydroxyvitaminu D3, 25-hydroxyvitaminu D2, 24,25-
dihydroxyvitaminu D3 a epimerd 3-epi-25-hydroxyvi-
taminu D3 a 3-epi-25-hydroxyvitaminu D2 v lidském séru.
Pfiprava vzorki zahrnovala precipitaci a extrakci kapalina-ka-
palina s vyuzitim hexanu. Bézné pouzivany typ
chromatografickych kolon Cis neumoznil uspokojivé rozdélit
nami sledované epimery. Dokonalé separace epimerd bylo
dosazeno s vyuzitim binarniho pritokového gradientu na
analytické koloné s pentafluorofenylpropylovou (PFP)
stacionarni fazi a pouzitim vody a methanolu s 0,1% kyselinou
mravenéi jako mobilnich fazi. Detekce byla provedena
pomoci hmotnostniho spektrometru s vyuZzitim pozitivni
elektrosprejové ionizace (ESI) v rezimu monitorovani vice



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 20, 165-178 (2022)

reakci (MRM). V koncentranim rozpéti 0,5-100 ng/ml bylo
dosazeno dostateéné citlivosti (bez nutnosti derivatizace) a
vysokych hodnot linearity. R> 0,997 bylo dosazeno pro
vSechny sledované analyty. Metoda byla uspé$né validovana
Vv souladu se soucasnymi doporucenimi agentury Food and
Drug Administration (FDA). Ke stanoveni parametra validace
byly pouzity vzorky VD-DDC Mass Spect Gold® jako nulové
matrice a vzorky sér se znamym ptidavkem. K zajisténi vnitini
kontroly kvality 25-hydroxyvitaminu D3 a 25-hydroxy-
vitaminu D2 byly v analyzach pouzity dvé rtizné koncentraéni
hladiny certifikovaného referenéniho materidlu. Bylo
provedeno a vyhodnoceno srovnavaci méfeni 25-hydroxy-
vitaminu D s rutinné pouzivanou ECLIA metodou na 44
pacientskych vzorcich. Metoda byla aplikovana ve studii, kde
byly méfeny hladiny vitaminu D ve vztahu k COVID-19, ktera
bude na sympoziu Imunoanalyza 2022 rovnéz prezentovana
(viz ptispévek Bicikova a kol. v tomto sborniku). Vyvinuta
metoda predstavuje jednoduchy a uzitetny ndstroj pro
sledovani saturace vitaminem D.

Prace byla podporena grantem MZ CR - RVO
(Endokrinologicky ustav — EU, 00023761).

SYNTEZA LIGANDU P2X7 A 6-1 RECEPTORU PRO
ZOBRAZOVANI NUKLEARNIMI TECHNIKAMI

ANNA MARESOVA? MICHAL JURASEK?,
VLADIMIR SHALGUNOVP, ALEXANDER POPKOV®,
PAVEL DRASAR?

aVysoka Skola chemicko-technologickd, Technicka 5,
CZ-166 28 Praha 6; ®Copenhagen University Hospital,
Rigshospitalet, Blegdamsvej 9, DK-2100 Copenhagen
¢Kepler Universitatsklinikum, Wagner Jauregg Weg 15,
AT-4020 Linz

maresovb@vscht.cz

P2X7 je membranovy receptor patiici do skupiny
purinoceptort, ktery se ucastni regulace apoptdzy a zanétu. Je

spojovan s neurologickymi onemocnénimi jako je
Alzheimerova a Parkinsonova choroba a s kardiovaskularnimi
poruchamit. Zde uvadime syntézu ligandii

[MC]GSK-14821607 a [*8F]fluorovaného tetrazolu VIb, které
jsou potencionalné vhodnymi nastroji pro detekci patologif
zobrazovacimi nuklearnimi technikami. Byla provedena
modifikovana [ C]methylace prekurzoru [1*C]GSK-1482160
za vyuziti zdroji [**C]CHa4 a [*!C]CO2 a bylo dosazeno
rozdilné specifické aktivity produktd (SA = 123 a
3 GBg/umol). [*®F]Fluorace tetrazolového prekurzoru V byla
provedena na aromatickém kruhu s radiochemickym
vytézkem 4,7 % (RCY) a SA = 9,3 GBg/pumol. Na zavér byla
autoradiografii vizualizovana distribuce v mysim mozku.
Sigma-1 je neopioidni transmembranovy receptor, ktery
je zapojen do mnoha onemocnéni, vcetné¢ neuro-
degenerativnich onemocnéni a rakoviny. Dfive publikovany
sigma-1 ligand [*F]FTC-146 je slibonym zobrazovacim
prostiedkem pro fadu neurologickych onemocnéni®, ale jeho
syntéza je komplikovana a Casové naroéna. Zde uvadime
zjednoduseny dvoustupfiovy proces syntézy [®F]FTC-146.
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Byl pfipraven analog prekurzoru s chlorem jako odstupujici
skupinou, na misto pivodniho publikovaného tosylatud.
[*8F]Fluorace pak byla provedena na tomto neaktivovaném
alifatickém chloridu se srovnatelnym radiochemickym
vytézkem (RCY =7,5 %) a vysokou radiochemickou konverzi
(RCC = 66,7 = 0,5%). Na zavér byla autoradiograficky
vizualizovana distribuce v mySim mozku.
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Schema 1. Radiosyntéza antagonisty P2X7 receptoru. Reaktanty a
podminky: TBAOMSs/K*/[*¥F]F", DMSO, 135 °C, 5 min

Tato préace vznikla za podpory grantu A2_FPBT_2022_067.

LITERATURA

1. Adinolfi E., Giuliani A. L., De Marchi E., Pegoraro A.,
Orioli E., Di Virgilio F.: Biochem. Pharmacol. 151, 234
(2018).

2. Gao M. Z, Wang M., Green M. A., Hutchins G. D.,
Zheng Q. H.: Bioorg. Med. Chem. Lett. 25, 1965 (2015).

3. James M. L., Shen B., Zavaleta C. L., Nielsen C. H.,
Mesangeau C., Vuppala P. K., Chan C., Avery B. A,
Fishback J. A., Matsumoto R. R., Gambhir S. S,
McCurdy C. R., Chin F. T.: J. Med. Chem. 55, 8272
(2012).

PROTILATKY IGG PROTI SARS-COV-2, PODTRIDY
IGG, CIRKULUJICT IMUNOKOMPLEXY A SLOZKY
KOMPLEMENTU C3C A C4 V SERU OSOB
NEOCKOVANYCH A OCKOVANYCH PROTI
ONEMOCNENI COVID-19

|§AROLiNA ABSOLONOVA, PETR MATUCHA, IVAN
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Vazny pribéh onemocnéni Covid-19 je charakterizovan
zanétem, kam patii vysoké hladiny zanétlivych cytokind,
alveolarni zanétlivé infiltraty a vaskularni mikrotromby!. Z
recentnich publikaci je ziejmé, Ze rizikovost vedlejsich ucinkt
onemocnéni Covid-19 a ockovani proti viru SARS-CoV-2
zvysuji imunokomplexy, které se usazuji ve tkanich a cévach,
a mohou byt podkladem lokalni zanétlivé reakce -
imunopatologické reakce Ill. typu — za podpory destrukce
tkané a tvorby trombid. V fijnu 2020 Manzo diskutoval
onemocnéni Covid-19 jako spousté¢ imunokomplexové
hypersenzitivni reakce?. U onemocnéni Covid-19 se
predpokladaji tfi faze onemocnéni: virova, imunologicka a
hemovaskularni. Manzo? zdiraznil nadbytek antigenu ve
druhé fazi onemocnéni, ktery mize vést ke vzniku
imunokomplexti antigen-protilatka, které jiz nelze odstranit
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fagocyty. Ty se mohou usazovat ve tkanich, kde mohou
vyvolat pfetrvavajici zanét. Vyznamnou roli v zanétu hraje i
komplement, ktery se aktivuje v imunologické fazi
onemocnéni Covid-19 spolu s tvorbou imunokomplexi?.
ProtoZe nové vakciny vyuZivajici spike protein maji indukovat
reakci antigen-protilatka, mohou vyvolat podobné patogenni
Gcinky?®.

Pro stanoveni protilatek anti-SARS-CoV-2 IgG,
cirkulujicich imunokomplexii, slozek komplementu a podttid
IgG jsme vyuzili séra ockovanych a neockovanych jedinct.
Rozhodli jsme se ovéfit poznatky z literatury na bézné
populaci jedinc, ktefi prodélali onemocnéni a/nebo se nechali
ockovat proti viru SARS-CoV-2 v obdobi do 1 roku pred
odbérem krve.

Vyzkumny soubor tvofilo 124 osob (46,13£16,64 let),
Zeny n = 85 (45,68+15,03 let), muzi n = 39 (47,10+19,88 let).
Tento soubor tvofili o¢kovani n = 87 (46,86+16,25 let), zeny
n = 63 (46,21+15,40 let), muzi n = 24 (48,58+18,53 let) a
neo¢kovani n = 39 (42,95+18,30 let), Zzeny n = 24
(41,83+15,68 let), muzi n = 15 (44,73+22,34 let). Zastoupeni
vakcin  vsouboru ockovanych bylo 69 Comirnaty
(Pfizer/BioNTech), 15 Spikevax (Moderna) a 3 Janssen
(Johnson & Johnson). V souboru o¢kovanych 58 neprodélalo
Covid-19, 29 prodé&lalo. V souboru neo¢kovanych 17 nepro-
délalo Covid-19, 22 prodélalo. Vsichni jedinci v souboru byli
povazovani za zdravé, §lo o zaméstnance Endokrinologického
ustavu Praha a jejich rodinné piislusniky.

Jako kontrolni soubor bylo pouzito 17 jedincli ze
souboru neokovanych (48+17 let), muzi n = 5 (45,8+23,8
let), Zeny n = 12 (49,3 £ 13,9 let), ktefi neprodélali Covid-19.

Pro stanoveni protilatek 1gG proti SARS-CoV-2 pro
neockované jsme pouzili ELISA kit GA COV-2 IgG, 3920,
BioVendor, ktery detekuje 1gG proti spike a nukleokapsi-
dovym antigenim (rekombinantni). Pro ockované jsme
pouzili ELISA kit EIA COVID-19 RBD IgG, CoRG96,
TestLine Clinical Diagnostics, ktery detekuje 1gG proti
receptor-binding domain proteinu spike S1. Pouziti téchto
dvou kitd je dano historicky jejich vyuzivanim na naSem
pracovisti, kdy kit GA COV-2 IgG byl uveden na trh dfive, ale
nedetekoval protilatky u ockovanych jedinct, jejichz potieba
stanoveni vyplynula az pozd¢ji béhem pandemie. Z divodu
srovnatelnosti vysledkd v ase jsme zachovali oba dva kity
v naSem portfoliu. Vysledky u obou kit se vyjadtuji v indexu
pozitivity. Stanoveni cirkulujicich imunokomplexti bylo
provedeno na ELISA kitu CIC Clq ELISA, DKOO016,
DiaMetra. Vsechny ELISA soupravy byly méfeny na pfistroji
Immunomat Base. Slozky komplementu C3c, C4, 1gG a
podtiidy IgG1-4 byly stanoveny turbidimetricky na pfistroji
Optilite, kity C3c (NKO023.0PT), C4 (NKO025.0PT), IgG
(NKO004.0PT), IgG1l (NKO006.OPT), 1gG2 (NKOOQ7.0PT),
1gG3 (LK008.OPT), 19gG4 (LK009.0PT), The Binding Site.

Statistické  zhodnoceni bylo provedeno pomoci
programu Statgraphics Plus 5.0 (Manugistics Inc., 2115 East
Jefferson Street, Rockville, MD 20852, USA). Byly pouzity
Mann-Whitneytv test, Spearmanova korelace, Kruskal-
Wallistv test.

V souboru o¢kovanych nebyly nalezeny Zadné korelace
mezi anti-SARS-CoV-2 IgG a ostatnimi parametry (CIK, C3c,
C4, 1gG, 1gG1-4). Byla nalezena korelace mezi CIK a 1gG2
(r=0,296493, p = 0,0076), mezi C3c a C4 (r = 0,615, p = 0),
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mezi 1gG a 1gGl (r = 0,824, p = 0), mezi IgG a 1gG2
(r = 0,547, p = 0,000001), mezi 1gG a 1gG4 (r = 0,456,
p = 0,00005), mezi IgG1 a 1gG4 (r = 0,319, p = 0,0049).
Pifjemci jednotlivych vakcin se liSili pouze v anti-SARS-
-CoV-2 1gG (p = 0,0073). Ti, co prodélali a neprodélali
Covid-19 se liSili pouze vanti-SARS-CoV-2 IgG
(p = 0,0177). Pohlavi se lisila vC4 (p = 0,0241) a IgG4
(p =0,0322). U C4 mély vyssi hladinu Zeny, u IgG4 muzi.

V souboru neoc¢kovanych rovnéz nebyly nalezeny zadné
korelace mezi anti-SARS-CoV-2 IgG a ostatnimi parametry.
Byla nalezena korelace mezi IgG4 a vékem (r = -0,402,
p = 0,0124), mezi C3c a C4 (r = 0,363, p = 0,023), mezi IgG
algG1(r=0,681, p=0,000005), mezi lgG a IgG2 (r = 0,466,
p = 0,0042), mezi IgG a IgG3 (r = 0,385, p = 0,020). Ti, co
prodélali a neprodélali Covid-19 se liSili pouze v anti-SARS-
-CoV-2 1gG (p = 0,0034). Pohlavi se lisila v IgG2
(p=0,0034) algG4 (p =0,0242), v obou piipadech mély zeny
vys3i hladinu nez muzi.

V souboru v8ech probandid dohromady byly nalezeny
korelace mezi C3c a vékem (r = 0,211, p = 0,018), mezi IgG4
a vékem (r = -0,235, p = 0,0087), mezi C3c a C4 (r = 0,569,
p = 0), mezi IgG a IgG1 (r = 0,764, p = 0), mezi 1gG a 1gG2
(r=0,548, p=0), mezi IgG a IgG4 (r = 0,423, p = 0,000005),
mezi 1gG1 a 1gG4 (r = 0,204, p = 0,031), mezi 1gG2 a 1gG4
(r = 0,195, p = 0,034), mezi 1gG2 a I1gG3 (r = 0,206,
p = 0,025). Korelace mezi anti-SARS-CoV-2 IgG a dalSimi
proménnymi nelze hodnotit z diivodu pouziti dvou ruznych
kitti. Prodélani ¢i neprodélani nemoci nevykazovalo odlisnosti
V zadném z parametrd, véetné anti-SARS-CoV-2 1gG (zde je
ale zfejmé 1 vliv ockovani, ktery ma stejny projev jako
prodélani nemoci — vzestup hladiny anti-SARS-CoV-2 1gG).
Pohlavi se liSila pouze v 1gG2 (p = 0,029), kde Zzeny mély
vy8Si hladinu nez muzi. Ockovani a neockovani se
v jednotlivych parametrech nelisili (liSili se pouze v anti-
-SARS-CoV-1gG).

U kontrolniho souboru (neo¢kovanych bez prodélani
Covid-19) byla nalezena korelace pouze mezi IgG a 1gG1
(r = 0,704, p = 0,0034). Pohlavi se liSila pouze v IgG4
(p = 0,018), kdy zeny mély vyssi hladinu nez muZi.

DalSi fazi naSi studie bude zhodnoceni dosazenych
vysledki a jejich porovnani s literaturou. Predbézné se
prozatim jevi, ze u jedinct, ktefi nejsou v akutni fazi
onemocnéni, se parametry vraceji k normalnimu stavu.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Gstav - EU,
00023761).
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Poruchy autistického spektra (PAS) su suborom
heterogénnych neurovyvinovych ochoreni so stlpajicou
prevalenciou. Napriek rozsiahlemu vyskumu etiologia PAS
stale nie je objasnend, a zaroven nie je identifikovany
biomarker, ktory by potvrdil diagndzu autizmu. V poslednych
rokoch sa upriamila pozornost’ aj na vyskum metabolomového
profilu pacientov s PAS.

V pilotnej Studii sme sa zamerali na analyzu ranného
mocu 35 deti s PAS a 30 neurotypickych deti prostrednictvom
LC-MS/MS. Zo 185 analytov zahfiiajucich metabolizmus
aminokyselin, glukdzy, mastnych kyselin a lipidov bolo vo
viac ako 50 % vzoriek detegovanych 83 analytov. V ramci
nich sme pozorovali signifikatny rozdiel medzi PAS a
nerotypickymi detmi v troch metabolitoch (p < 0,05) -
pimelylkarnitin (C7-DC), glycerofosfolipid (PC aa C34:1),
nonaylkarnitin (C9). Pilotna Stidia poukéazala na viaceré
faktory, ktoré mdzu ovplyvnit' vysledok metabolomickej
analyzy. Ci uZ sa jedna o preanalytické faktory, ako odber
biologického materialu, spracovanie a skladovanie vzoriek,
ale tieZ vyber kontrolnej skupiny a inklaznych kritérii pre
vyber probandov.

Pozorované rozdiely v metabolomickych markeroch vo
vzorkdch mocu moézu naznaCovat metabolicky vzorec
Specificky pre PAS. V néslednych analyzach je viak potrebné
zamerat sa na faktory ovplyviiujuce vysledok analyzy,
podrobnejsie preskiimat’ diagnosticku citlivost’ a $pecifickost’
markerov k PAS a v neposlednom rade ich vztahy s Gasto sa
vyskytujaci  komorbiditami, ako su napriklad traviace
tazkosti.

Této Studia bola podporena grantami APVV 15-0045, APVV

15-0085, APVV-20-0070, APVV-20-0139 a VEGA
1/0068/21.

GENERAL GLUCOCORTICOID RESISTENCE -
CHROUSOS SYNDROME

LUBOSLAV STARKA

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8,119 94 Praha 1
Istarka@endo.cz
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Chrousos syndrome is generalized glucocorticoid
resistance caused by defects in the NR3C1 gene that encodes
human glucocorticoid receptors. It presents clinically in
greatly variable forms from nearly asymptomatic course to
very expressive consequences of higher mineralocorticoid
activity and higher androgens. Besides hyperandrogenisation,
more striking in women, hypertension is frequently found as
a consequence of mineralocortcoid action. Laboratory
hormonal analysis shows high cortisol concentration in the
circulation, high excretion of free cortisol in urine a frequently
higher ACTH. Those data are close to the findings common in
Cushing’s disease, none of the patients, however, had overt
Cushing’s syndrome signs. For the treatment of generalised
glucocorticoid resistance, high doses of mineralocorticoid
sparing synthetic glucocorticoids were suggested. The high
doses should activate the mutant or wild-type glucocorticoid
receptors and suppress the secretion of ACTH.

Podporeno Ministerstvem zdravotnictvi CR, RVO (Endokri-
nologicky ustav — EU 00023761).
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ANALYZA STEROIDNICH HORMONU V LIDSKE
PLAZME, PROSTATICKE A TESTIKULARNI TKANI

MARKETA SIMKOVA®®, LUCIE KOLATOROVA?,
PAVEL DRASAR®, JANA VITKU?

aEndokrinologicky Gstav, Narodni 8, 116 94 Praha; °Vysoka
Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28
Praha

msimkova@endo.cz

Vyvoj robustni a rychlé metody s jednoduchou
ptipravou vzorkd pro analyzu Cis-, Cigo-, Ca1- steroidu je
pfedmétem zajmu mnoha vyzkumnych skupin. Je znamo, ze
koncentrace steroidnich hormont v krvi plné nereflektuji
aktualni situaci v misté svého uc¢inku. V patofyziologickych
stavech muzského reprodukéniho systému tak hraje analyza
intraprostatickych a intratestikularnich steroidt zasadni roli.

Cilem studie bylo vyvinout a validovat robustni LC-
-MS/MS metodu pro analyzu steroidnich hormont v lidské
plazmé, a nasledné ji optimalizovat pro analyzu v prostaté a
tkéani varlat.

Vyvinuta metoda umoziiuje kvantifikaci 22 steroidi bez
nutnosti  jakékoli derivatizace a dalSich 10 steroidd
derivatizovanych  2-fluor-1-methylpyridinium-p-toluensulfo-
natem. Separace analytd bylo dosaZeno na reverzni fazi
s vyuzitim kolony Kinetex C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,6 pum) pii
gradientové eluci v systému methanol-voda s ptidavkem 0,1 %
kyseliny mravenci pro podporu pozitivni ionizace molekul.

Validace v plazmé prokéazala, ze metoda je pouzitelnd
pro kvantitativni analyzu dvou C18-steroidi (estron,
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estradiol), devatenacti C19-steroidii (testosteron, epitestoste-
ron, dihydrotestosteron, 11-ketodihydrotestosteron, 11p-hy-
droxyandrostendion, 11p-hydroxytestosteron, 11-ketesto-
steron , dehydroepiandrosteron (DHEA), 7a-hydroxy-DHEA,
7B-hydroxy-DHEA, 7-keto-DHEA, androsteron, epiandroste-
ron, androstendion, androstendiol, 5a-androstan-3a,17p-diol,
5a-androstan-3f,17p-B-diol  30,17p-diol,  5p-androstan-
-3B,17B-diol) a jedenacti C21-steroid (kortizol, 21-deoxy-
kortizol, 11-deoxykortizol, kortizon, kortikosteron, 11-de-
oxykortikosteron, pregnenolon, prognenolon, prognenolon,
prognenolon, prognenolon, 17-hydroxyprogesteron, 5a-di-
hydroprogesteron). Dolni limity kvantifikace v plazmé se
pohybuji od 0,017 do 7,32ng/ml. Validaéni parametry
(specificita, reprodukovatelnost, opakovatelnost, vytéznost) a
vysledky stabilitnich testl jsou v souladu se smérnicemi FDA.
Byly testovany rizné zpisoby preanalytického zpracovani
tkani, optimalizované podminky pro analyzu prostatické a
testikularni tkané budou diskutovany.

Podporeno granty AZV CR NU21J-01-00040 a MZ CR-RVO
(Endokrinologicky ustav - EU, 00023761).
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VYVOJ HLADIN SLINNEHO KORTIZOLU U
PILOTNI SKUPINY DETi 6-12 LET V SOUVISLOSTI
S ABSOLVOVANIM LAZENSKE LECBY
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DOBROSLAVA JANDOVAC

a\inisterstvo zdravomictvi CR, Palackého namésti 4, 128 01
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JONA, K Blahobytu 1596, 530 02 Pardubice
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Zakladem préce bylo porovnani vyvoje hodnot slinného
kortizolu s vysledky kineziologického rozboru, test
obratnosti, vyvoje a antropometrickych charakteristik pfi
nastupu do lazni a po téitydennim 1é¢ebném pobytu. V letech
2020 a 2021 bylo provedeno testovani na skupiné 78
probandt, ktefi neuzivaji peroralni kortikoidy. Zakladni
otazkou byla vhodnost zafazeni tzv. kolobéhu (jizdy na
kolobézce) mezi standardni aktivity skupinové télesné
vychovy poskytované pojisténciim v ramci 1é¢ebného pobytu.
Sekundarné byl pak sledovan celkovy stav pojisténct a jeho
Vyvoj v souvislosti s absolvovanim lazeiiského 1é&ebného
pobytu.

Zatimco vysledky kinesiologickych testdi prokazaly
snizeni tzv. celkové dysfunkce u pacienti s pfidanym
kolobéhem, vysledky hodnot slinného kortizolu prokazaly
rozdilnou adaptabilitu probandd na zvySenou zatéz. Byla
prokazana zavislost mezi primarni indikaéni diagnézou a
vyvojem hladin kortizolu. Vstupni hodnoty byly srovnatelné
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napii¢ celou skupinou probandii. Po absolvovani lazeiiského
pobytu doslo u obéznich déti (1éené v laznich s obezitou)
k poklesu koncentraci slinného kortizolu, u déti absolvujicich
lécbu v souvislosti s netuberkuléznimi  onemocnénimi
dychaciho ustroji byl zaznamenan vzestup téchto koncentraci.

Obr. 1. Porovnani vyvoje ,.celkova kineziologicka dysfunkce*
pred a po absolvovani lé¢by (vlevo jezdici déti, vpravo kontrolni
skupina)
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Obr. 2. Zmény v hladinach slinného kortizolu. Graf ,,C* ukazuje
rozdilny vyvoj obéznich a astmatickych pojiSténci. Vysvétlivky:
o obezity, A astmatici, O kontrolni skupina; Misto B — Bludov,
J — Jesenik; Faze 1 — zacatek pobytu, 2 — po absolvovani 1é¢by

Faze Faze

Ocekavatelné bylo prokazano zlepSeni
antropometrickych hodnot vSech probandd absolvujicich
lazenskou lécbu, jak po strance mozného nariistu svalové
hmoty, tak ztraty Casti tukovych zasob u obéznich déti.
Nicméné vysledky méfeni slinného kortizolu ukazuji, Ze
plodné zafazeni kolob&éhu je diskutabilni sohledem na
celkovou dekondici astmatickych (v nékterych piipadech az
kachektickych déti), u kterych pfedstavuje kolobéh az
nadlimitni zatéz.

VysSe uvedena tvrzeni jsou autory prezentovéana jako
mozna interpretace vysledki u relativné malé skupiny
pacientd, pro jejiz ovéfeni bude zapotfebi provést srovnani
svyvojem hladin slinného kortizolu u bézné populace
(ptikladn€ na vybrané zakladni $kole) a provedeni testovani
dalsich probandi pro dosazeni reprezentativnéjsSich vysledka.

Projekt vznikl za Slechetné podpory Endokrinologického
ustavu a Svazu lécebnych lazni, ktery se financné podilel na
castecném uhrazeni nakladii projektu. Podékovani patri
spolupracujicim zaméstnanciim lazni v Bludove a Jesentku.
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NEUROAK,TIV'NT STEROIDY V SERU A
MOZKOMIiSNiM MOKU U PACIENTU S
ALZHEIMEROVOU NEMOCI

JOSEF VCELAK, MARTIN HILL, DANIELA
VEJRAZKOVA, BELA BENDLOVA, MARKETA
VANKOVA

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
jvcelak@endo.cz

Diagnéza Alzheimerovy nemoci (AD) je v soudasnosti
stale zalozena na klinickém a neuropsychologickém vysetfeni.
Dosud neni k dispozici zadny krevni test, ktery by dokazal
jednoznaéné odlisit pacienty s demenci od zdravych jedinci.
Neuroaktivni steroidy jsou molekuly syntetizované v
perifernich tkanich. Neurosteroidy jsou pak molekuly
syntetizované pfimo v nervovém systému, kde jsou kliCovymi
regulatory nervovych funkci. Klinické i experimentalni studie
prokazaly, ze hladiny neuroaktivnich steroidd jsou zapojeny
do fady neurofyziologickych a behavioralnich procesi, jako je
spanek, uéeni, pamét, stres a starnuti a jejich disbalance
provazi fadu neurodegenerativnich onemocnéni.

Nékteré periferni steroidy pronikaji hematoencefalickou
bariérou. Prediktivni hodnota téchto perifernich steroidi by
tak mohla byt srovnatelnd s hodnotou steroidt ziskanych z
mozkomi$niho moku (CSF). Proto ptibyvaji analyzy, které
srovnavaji hladiny steroidi v CSF a v plazmé ¢i séru s cilem
vyuzit perifernich hormoni k diagnostice onemocnéni bez
nutnosti invazivniho odbé&ru CSF.

Cilem nasi studie bylo porovnat hladiny neuroaktivnich
steroidti v CSF a v séru u pacienti s AD. Za timto ucelem byly
hladiny neuroaktivnich steroidti vyhodnoceny u 56 pacientt s
AD (28 Zen a 28 muzi).

Metodika: kvantifikace steroidomu v CSF a v séru byla
provedena na platform¢ plynové chromatografie s
tandemovou hmotnostni detekci.

Vysledky potvrdily nad§ piedpoklad o srovnatelné
prediktivni hodnoté steroidi v CSF a cirkulaci. Pro ucely
diagnostiky AD, ktera by vyuzivala steroidni hormony, je tedy
mozné vyhnout se rizikovému a vysoce invazivnimu odbéru
CSF a nahradit jej podstatné mén¢ invazivnim odbérem krve.

Podpoieno granty AZV NV 18-01-00399, MZ CR-DRO (EU
00023761).

POROVNANI TRi NOVE VYVINUTYCHA
VALIDOVANYCH METOD PRO STANOVENI
ESTROGENU V LIDSKE PLASME

JANA VITKU?, LUCIE KOLATOROVA?, LENKA
HORACKOVA2*, MARKETA SIMKOVA=P

8Endokrinologicky ustav, Oddéleni steroidii a proteofaktorii,
Narodni 8, 116 94 Praha; "Vysoka $kola chemicko-
technologickd v Praze, Ustav chemie pFirodnich létek
jvitku@endo.cz
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Estrogeny (estron, estradiol, estriol) ptedstavuji dilezity
ukazatel riznych fyziologickych a patofyziologickych stavii u
zen 1 muzld. Jejich stanoveni pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS/MS) se
neobejde, vzhledem ke $patné ionizaci téchto latek, bez obtizi.
Obecné jsou pii pfipraveé vzorku pouzivany 2 pfistupy. Prvni
zplsob je rychly a jednodu$si, spoCiva v pouhé extrakci
vzorku, ma ale nizsi citlivost. Druhou moznosti je ptidat
derivatizacni krok, metoda je pak citlivejsi, ale také casove
naro¢néjsi. Cilem této studie bylo (1) vyvinout metody na
stanoveni estrogend s a bez derivatizacniho kroku pomoci LC-
MS/MS a (2) porovnat tyto metody na setu 20 plasmatickych
vzorkll o riznych koncentracich estrogenti (muzi, Zeny ve
folikularni a lutealni fazi, t€hotné Zeny a Zeny v menopauze).
Pii vyvoji byla vyzkouSena rtizna extrakéni €inidla: terc-bu-
tylmethylether (MTBE), toluen, hexan, ethyl-acetat, ptipadné
jejich kombinace. Déle byly optimalizovany 2 derivatiza¢ni
reakce, prvni pomoci dansyl-chloridu v acetonu a druhd s
vyuzitim 2-fluoro-1-methylpyridinium-p-toluensulfonatu
(FMP-TS). Nakonec byly testovany riizné chromatografické
podminky (riizné kolony, gradienty, mobilni faze, aditiva).

Metoda pro stanoveni estrogenii bez derivatizace
vykazovala nejvétsi intenzity pikd pii extrakci hexanem
s ethyl-acetatem (3:2), separaci na koloné Kinetex Biphenyl
(200 mm x 3 mm, 2,6 um) a pouzitim mobilnich fazi vody a
acetonitrilu bez aditiv v negativnim ESI médu.

Druha validovana metoda zahrnuje extrakci hexanem
s ethyl-acetatem (3:2), derivatizaci dansylchloridem, separaci
na koloné Kinetex C18 (100 mm x 3,0 mm, 1,7 um) za pouZziti
methanolu a vody s pfidavkem kyseliny mravenci jako
mobilnich fazi v positivnim ESI mddu.

Treti validovana metoda zahrnuje extrakci MTBE,
derivatizaci pomoci FMP-TS, chromatografickou separaci na
koloné Kinetex C18 (100 mm x 3.0 mm, 2.6 um) a vyuziti
systému voda-methanol s pridavkem kyseliny mravenéi a
méfeni v positivnim ESI mddu. Diskutovany budou vyhody a
nevyhody téchto metod, problémy vzniklé béhem vyvoje
jednotlivych metodik, vysledky validacnich parametri a
porovnani metod na setu vzorku.

Podporeno projektem od AZV CR NU21J-01-00040.
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