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ABSTRAKT  

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Mgr. Markéta Drastíková (roz. Kašparová) 

Školitel: Prof. RNDr. Petr Solich, CSc. 

Název disertační práce: Využití separačních metod v klinickém výzkumu 

Předkládaná práce se zabývá vývojem a validací chromatografického stanovení 

liposolubilních vitamínů a optimalizací vhodných postupů přípravy biologického materiálu. 

V první části je řešena problematika stanovení vitamínů D, A a E v séru. Pro separaci analytů 

byly vyvinuty postupně dvě metody. 1) Separace na monolitních kolonách – byly použity dvě 

sériově zapojené monolitní kolony Chromolith Performance RP-18e, 100×4,6 mm a 

SpeedRod RP-18e, 50×4,6 mm. Vitamíny 1,25(OH)2D3, 25(OH)D3, retinol, tokol (vnitřní 

standard), cholekalciferol, ergokalciferol a α-tokoferol byly separovány během 6,5 minuty. 

Extrémně rychlá změna složení i průtoku mobilní fáze byla zajištěna skokovým gradientem. 

Takto byla maximálně využita velmi rychlá ekvilibrace monolitních kolon. 2) Separace na 

koloně s částicemi s pevným jádrem – kolona Ascentis Express RP-Amide 75×3,0 mm. Pro 

rychlou separaci byla použita gradientová eluce. Stanovení retinolu, 25(OH)D2, 25(OH)D3, 

tokolu (vnitřní standard) a α-tokoferolu po optimalizaci separace nečistot přítomných ve 

vzorku trvalo 8,5 minuty. Při výběru vhodné přípravy vzorku byly porovnávány postupy 

extrakce na pevnou fázi (SPE) a extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), které byly vyvinuty. 

Jako vhodnější byl zvolen LLE postup, který optimalizoval uvolnění analytů z proteinových 

nosičů. Přídavkem EDTA ke vzorku před deproteinací a okyselením extrakčního prostředí 

kyselinou trichloroctovou bylo dosaženo výtěžností stanovovaných vitamínů mezi 98–109 %. 

Celý postup přípravy vzorku trvá méně než 45 minut. 

Druhá část práce je věnována vývoji postupu přípravy vzorku pro stanovení retinolu a α-

tokoferolu v mateřském mléce. Také v tomto případě byla zvolena LLE. Postup zahrnující 

deproteinaci, saponifikaci a samotnou extrakci byl validován podle požadavků FDA. 

Výtěžnost retinolu se na třech koncentračních hladinách pohybovala mezi 82–90 %, α-

tokoferolu 92–109 %. Metoda byla aplikována na vzorky mateřského mléka. Ze závěrů 

statistického hodnocení vyplývá, že koncentrace retinolu v průběhu laktace statisticky 

významně klesá na hladině významnosti 5%.   
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ABSTRACT  

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové Department of 

analytical chemistry 

Candidate: Markéta Drastíková (maiden name Kašparová) 

Supervisor: Prof. RNDr. Petr Solich, CSc. 

Title of Doctoral Thesis: Using of separation methods for clinical research 

This doctoral thesis deals with development and validation of a chromatographic 

determination of liposoluble vitamins and with optimization of biological materials 

preparation.  

The first part of this work is focused on vitamins D, A and E assessment in serum. To 

separate studied analytes two different methods were developed successively. 1) Separation 

employing monolithic columns – two different monolithic columns Chromolith Performance 

RP-18e, 100×4.6 mm and SpeedRod RP-18e, 50×4.6 mm were connected in series. Vitamins 

1,25(OH)2D3, 25(OH)D3, retinol, tocol (internal standard), cholecalciferol, ergocalciferol and 

α-tocopherol were separated within 6.5 minutes using step gradient elution. 2) Separation 

exploiting a core-shell column – Ascentis Express RP-Amide 75×3.0 mm. To decrease the 

separation time a linear gradient was employed. The determination of 25(OH)D2, 25(OH)D3, 

tocol (internal standard) α-tocopherol took 8.5 minutes within separation of impurities. 

Developed solid phase (SPE) and liquid-liquid extraction (LLE) procedures were compared to 

select optimal method of sample preparation. A liquid-liquid extraction (LLE) was used as a 

preseparation step to release vitamins bound to carrier proteins. The addition of EDTA before 

deproteination and extraction agent acidification resulted in the optimized preseparation 

procedure. The sample preparation took less than 45 minutes providing recovery 98–109 %. 

In the second part of this work a development of a human breast milk sample preparation is 

described. In this case, retinol and α-tocopherol were the analytes. The LLE was the method 

of choice preceded by deproteination and saponification. The whole procedure was validated 

according to FDA demands. The recovery at three concentration levels was 82–90 % and 92–

109 % for retinol and α-tocopherol, respectively. The optimized method was applied on real 

samples and evaluated. A statistically significant (α=0,05) decrease in retinol concentration 

during lactation period was observed.  
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2 Úvod  

Vzhledem k poznatkům posledních sta let, které objasňují nové souvislosti biochemických 

pochodů a sledovaných biologicky aktivních látek, množství biochemických vyšetření 

používaných v klinické praxi i výzkumu neustále roste. Tento stav vyžaduje nejen aktivní 

přístup při vyhledávání a testování bioaktivních molekul jako nových prediktivních markerů, 

ale také klade nemalé nároky na laboratorní metodologii a vybavení. Hlavní požadavky na 

laboratorní suplement vychází také z jasného trendu zpřístupnění nových klinicky 

významných stanovení pro lékaře mimo velké nemocnice. Rozšíření spektra markerů 

dostupných pro klinické zhodnocení pacienta umožní včasnou diagnostiku závažných 

civilizačních chorob. Celkový přístup k laboratorní metodologii samozřejmě ovlivňuje také 

velký tlak na ekologičnost všech postupů. Konkrétně se tento přístup projevuje v požadavcích 

na minimalizaci tvorby odpadu a omezování množství používaných nebezpečných látek a 

organických rozpouštědel.  

Separační metody, které jsou tématem mé disertační práce, splňují většinu požadavků 

kladených na novodobý laboratorní komplement. Obzvláště v klinickém výzkumu umožňují 

na základě dobře prozkoumaných principů pomocí moderních přístupů značně rozšířit 

spektrum analytických stanovení. Například nové materiály stacionárních fází 

chromatografických kolon zvyšují specifitu a selektivitu základních separačních procesů. 

Novodobé UHPLC systémy jsou přizpůsobené vysokým zpětným tlakům, které vznikají při 

separaci na částicích menších než 2 μm. Další možností zlepšení separace a zrychlení analýzy 

jsou částice s pevným jádrem a porózním povrchem. Nenahraditelné místo mají separační 

metody při přípravě vzorků před samotným stanovením. Rozdělení biologického materiálu na 

základě fyzikálních principů (rozdělení pevné a kapalné složky materiálu, jednotlivých druhů 

buněk nebo dokonce organel), případně další oddělení skupiny analytů na základě fyzikálně-

chemických vlastností molekul např. extrakce, umožňuje odstranění interferujících 

komponent.  

Separační analytické metody umožňují stanovení více analytů z jednoho vzorku. Čas potřebný 

na jedno vyšetření je tak oproti jiným metodám kratší. Další výhodou je měření větších sérií 

vzorků.  
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3 Cíle práce 

Cíle této disertační práce vycházely z konkrétních požadavků na Výzkumnou laboratoř III. 

Interní gerontometabolické kliniky ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové, kde jsem 

pracovala v průběhu celého svého doktorského studia. Laboratoř se zaměřuje na vývoj nových 

moderních chromatografických metod vhodných pro klinický výzkum. Jsou zde 

zpracovávány vzorky biologického materiálu získané během klinických studií nejenom ve 

Fakultní nemocnici v Hradci Králové. Laboratoř spolupracuje také s klinickými pracovišti 

z jiných nemocnic v České republice a s odborníky a analytickými laboratořemi po celém 

světě.  

Jedním z úkolů laboratoře byl vývoj chromatografické metody pro stanovení vitaminu D 

vzhledem ke klinickému významu pro mnoho civilizačních onemocnění a nárůstu požadavků 

na jeho vyšetření. V  posledních pěti letech byla vyvinuta řada metod pro stanovení vitamínu 

D z biologického materiálu, problémem je ale jejich porovnatelnost a standardizace. Špatná 

návaznost různých metod stanovení na certifikované referenční materiály a dříve také jejich 

nedostupnost způsobila velké problémy s možností klinického hodnocení stavu pacientů. 

Chromatografické stanovení vitamínu D na rozdíl od imunochemických stanovení umožňuje 

rozlišit oba vitamery (cholekalciferol a ergokalciferol). Požadavek, který vznikl z této situace, 

byl vývoj vhodné chromatografické metody pro stanovení vitamínu D a jeho metabolitů, 

ale také ostatních liposolubilních vitamínů v lidském séru pro možné komplexní 

hodnocení stavu pacienta. Chromatografická metoda vyžaduje úpravu vzorku před samotným 

stanovením, vhodná extrakce analytů z biologického materiálu zvyšuje selektivitu i citlivost 

stanovení. Na vývoj extrakční metody byl kladen velký důraz, protože v době řešení úkolu 

v laboratoři byl dostupný pouze chromatograf s UV detekcí. Zvýšení citlivosti stanovení na 

základě čistoty připraveného vzorku a případného zakoncentrování analytů bylo zcela 

zásadní.  

Dalším cílem této práce bylo vyvinout, zvalidovat a zavést extrakční metodu pro 

stanovení liposolubilních vitamínů v mateřském mléce. Důvodem byl požadavek na 

možnost hodnocení množství vitamínů v mateřském mléce, a zda je dodávání vitamínů dítěti 

při plném kojení dostatečné. Další požadavek na vhodnou metodu stanovení vitamínů 

v mateřském mléce vycházel z činnosti Mléčné banky, která je součástí FN Hradec Králové. 

Mateřské mléko od dárkyň je zde skladováno pro akutní případy, kdy matka není schopna dítě 
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kojit. Stanovení vitamínů ve vzorcích mléka z Mléčné banky je zásadní pro kontrolu stability 

v průběhu tepelné úpravy a skladování. Dále také jako nástroj hodnocení vhodnosti vzorku 

pro konkrétního novorozence. Požadavky dítěte a obzvláště nedonošených novorozenců na 

množství přijímaných vitamínů se mění v průběhu jejich vývoje. 

Dalším, neméně důležitým úkolem, byla spolupráce na probíhajících výzkumných projektech 

Fakultní nemocnice Hradec Králové. Převážně se jednalo o zpracování vzorků, stanovení 

požadovaných analytů, statistiké zhodnocení výsledků a ve spolupráci s kliniky publikační 

výstupy. Mezi stanovované parametry patřily retinol a α-tokoferol, vitamíny stanovované ve 

Výzkumné laboratoři III. Interní gerontometabolické kliniky. Velká část zpracovaných vzorků 

byla součástí spolupráce s klinikou Onkologie a radioterapie. V séru pacientů byly sledovány 

změny parametrů v průběhu léčby. Důležitým projektem bylo zpracovávání vzorků pacientů 

léčených LDL aferézou a rheoferézou. Cílem této studie bylo pokračovat v dlouhodobém 

sledování parametrů stanovovaných v séru pacientů před a po léčebné proceduře. 
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4 Teoretická východiska 

4.1 Stanovované liposolubilní vitamíny 

Základní rozdělení vitamínů na základě jejich rozpustnosti vychází v podstatě z historie 

prvních objevů vitamínů. V tucích rozpustný vitamín A objevený v tresčích játrech a ve vodě 

rozpustný vitamín B objevený v kvasinkách [1].  

Do jednotlivých skupin vitamínů patří chemicky podobné substance (vitamery), které mají 

stejnou biologickou aktivitu. Tato biolologická účinnost není ale pro všechny vitamery stejná 

ve smyslu kvantitativním [1]. Mezi liposolubilní, v tucích rozpustné, vitamíny patří skupina 

retinolů (vitamín A), tokoferolů (vitamín E), kalciferolů (vitamín D) a fyllochinonu (vitamín 

K). Tyto molekuly mají významné hydrofobní vlastnosti. Tabulka 1 shrnuje stanovované 

vitamery a aktivní metabolity jednotlivých vitamínů.  

Vitamín Vitamer Aktivní metabolit 

vitamín A all-trans-retinol  

vitamín E α-tokoferol  

vitamín D 

cholekalciferol (D3)  
25-hydroxycholekalciferol 

1,25-dihydroxycholekalciferol 

ergokalciferol (D2) 
25-hydroxyergokalciferol 

1,25-dihydroxyergokalciferol 

Tabulka 1: Stanovované vitamery a aktivní metabolity liposolubilních vitamínů (upraveno podle [1]) 

4.1.1 Fyzikální vlastnosti 

V průběhu přípravy vzorku převážně při extrakci analytů z matrice vzorku a během separace 

jednotlivých vitamínů před samotnou detekcí hrají fyzikální vlastnosti stanovovaných 

molekul zásadní roli. Ovlivňují selektivitu a specifitu celého procesu. Pouze vhodně zvolené 

vlastnosti prostředí v průběhu přípravy vzorku i samotného stanovení umožní detekovat 

vybrané vitamíny bez získání falešně pozitivních nebo negativních výsledků. Hodnoty 

vybraných fyzikálních vlastností, které jsou důležité pro přípravu vzorku a detekci, jsou pro 

stanovované vitamery shrnuty v tabulce (Tabulka 2).  
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  MW
a
 log P

b
 polární plocha

c
 λ

d 
λex

e 
λem

f 

Vitamer Sumární vzorec g/mol  Å
2
 nm nm nm 

All-trans-retinol C20H3O 286,45 6,84 20,23 325 325 470 

α-Tokoferol C29H50O2 430,71 10,96 29,46 292 295 320 

Cholekalciferol C27H44O 384,64 9,09 20,23 265  

Ergokalciferol C28H44O 396,65 9,15 20,23 264  

25(OH)D3 C27H44O2 400,64 7,08 40,46 265  

25(OH)D2 C28H44O2 412,65 7,39 40,46   

1,25(OH)2D3 C27H44O3 416,64 5,63 60,69 264  

1,25(OH)2D2 C28H44O3 428,64 5,94 60,69   

Tabulka 2: Fyzikální vlastnosti vybraných liposolubilních vitamínů  

a 
suma atomových hmotností všech atomů molekuly 

b
 rozdělovací koeficient – poměr koncentrace analytu mezi dvěma vodnými fázemi (predikce ACD/PhysChem Suite) 

c
 vypočítaný polární povrch molekuly (predikce ACD/PhysChem Suite) 

d, e, f
 hodnoty absorpčního maxima, excitačních a emisních vlnových délek byly převzaty z literatury [1] 
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4.1.2 Chemické vlastnosti 

Pro skupinu liposolubilních vitamínů je typická přítomnost pěti-uhlíkaté isoprenové jednotky 

v molekule. Molekuly sice obsahují některé polární skupiny, ale základní strukturou je aromatický 

nebo alifatický řetězec.   

4.1.2.1 Vitamín A  

Vitamín A se vyskytuje ve dvou formách: A1 (retinol – struktura viz Obrázek 1) a A2 (3-

dehydroretinol – struktura viz Obrázek 2). Mezi retinoly patří celkem 16 cis, trans izomerů, které 

vznikají na čtyřech dvojných vazbách postranního řetězce [2]. 

 

 

Obrázek 1: Strukturní vzorec retinolu 

 

 

Obrázek 2: Strukturní vzorec 3-dehydroretinolu 

Izomerace je jedním ze základních funkčních přeměn retinolů. Rychlá, světlem indukovaná, 

izomerace 11-cis retinalu na all-trans umožňuje změnu konfigurace molekuly na takové úrovni, že 

dochází k uvolnění Schiffovy baze mezi vitamínem a bílkovinou opsinem. Také jaderné receptory 

pro retinovou kyselinu (RA) mají různou afinitu k některým cis- izomerům. All-trans izomery 

retinové kyseliny mají vysokou afinitu pouze k RAR (retinoic acid receptor), zatímco 9-cis retinová 

kyselina má vysokou afinitu k receptorům RAR i RXR (retinoid „x“ receptor). 13-cis retinová 

kyselina hraje pravděpodobně zásadní roli v regulaci oxidace retinolu na aktivní metabolity, 

důvodem je ireverzibilita reakce druhé fáze oxidace na kyselinu retinovou [1]. 
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Funkční metabolity vznikají v organismu oxidací základních molekul na C15. Retinal je zcela 

zásadní pro proces vidění. Kyselina retinová odpovídá za funkce nesouvisející s viděním. Vazbou 

na specifický jaderný receptor ovlivňuje expresi genů a dále buněčnou diferenciaci, embryonální 

vývoj a imunitní reakci. Přítomnost neoxidované molekuly retinolu v organismu je nepostradatelná 

pro reprodukční funkci [1]. 

4.1.2.2 Vitamín E 

Vitamery, které řadíme do funkční skupiny vitamínu E, vycházejí ze dvou základních skupin: 

tokoferolů a tokotrienolů. Podle počtu methylových skupin a jejich polohy na chromanovém jádře 

jsou jednotlivé analogy pojmenovány (α- trimethyl, β- a γ- dimethyl a δ- monomethyl derivát). 

Rozlišení jednotlivých skupin a struktura jejich analogů viz Obrázek 3.  

 

Obrázek 3: Struktura methylovaných analogů skupiny tokoferolu a tokotrienolu 
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Na postranním řetězci molekul může docházet k izomeraci. Biologická aktivita molekuly souvisí 

s epimerní konfigurací v poloze 2, která je rozpoznávána specifickým receptorem ve tkáních. Jako 

mezinárodní standard aktivity vitamínu E je považován vitamer R,R,R-α-tokoferol. Oproti tomuto 

stereoizomeru mají β- a γ- vitamery zanedbatelnou biologickou účinnost [3].  

Základem antioxidační funkce α-tokoferolu je oxidace chromanolového kruhu. Nejprve vzniká 

tokoferoxylový radikál a další oxidací tokoferylchinon, který už nemá žádnou biologickou aktivitu 

vitamínu. Tato katabolická reakce pokračuje částečnou redukcí a konjugací s glukuronovou 

kyselinou. Předpokládá se, že tokoferoxylový radikál může být částečně redukován zpět na 

tokoferol tím, že hydroxylový elektron je předáván postupně mezi několika redukčními systémy 

buňky. Takto může pokračovat recyklace vitamínu, dokud není redukční systém vyčerpán [3].  

Katabolické reakce tokoferolu probíhají také na postranním fytylovém řetězci. Tuto reakci 

zprostředkuje cytochrom P450, nejprve probíhá β-hydroxylace a dehydrogenace na 13´-chromanol, 

dále je postranní řetězec zkrácen o dvou a tří uhlíkaté fragmenty. Vznikají Simonovy metabolity 

(tokoferonová kyselina tokoferonolakton), které jsou vylučovány močí jako konjugáty s kyselinou 

glukuronovou [1]. 

4.1.2.3 Vitamín D 

Vitamín D se vyskytuje ve dvou vitamerech cholekalciferol (vitamín D3) a ergokalciferol 

(vitamin D2). Obě dvě formy vznikají z provitamínu (7-dehydrocholesterol a ergosterol) po 

absorpci UV záření (v rozsahu 295–300 nm) B kruhem sterolového jádra. Dochází k otevření a 

izomeraci kruhu. Člověk tímto způsobem přeměňuje pouze 5–15 % provitamínu přítomného v kůži. 

Účinnost konverze závisí na množství přítomného provitamínu, dostatečné přítomnosti UV záření a 

samozřejmě na prostupnosti vrchních vrstev kůže. Nedostatečná expozice slunečnímu svitu je 

důsledkem životního stylu člověka (oblečení chrání většinu povrchu těla, pobyt na přímém slunci se 

zkracuje, použití krémů s ochrannými faktory). Potřebný osvit kolísá také v závislosti na ročním 

období a vzdálenosti od rovníku [3]. Reakci zabraňuje také přítomnost kožního pigmentu – 

melaninu, který absorbuje záření v rozsahu mezi 290–700 nm [1].  

Cholekalciferol ani ergokalciferol nejsou účinné formy. Aktivní metabolit vzniká postupnou 

hydroxylací, první probíhá v játrech. 25-Hydroxyláza je přítomna v endoplazmatickém retikulu 

(nízko afinitní, vysoce kapacitní enzym) a v mitochondriích (vysoce afinitní, nízkokapacitní 

enzym). Hydroxylací na 25. uhlíku postranního řetězce vzniká metabolit, který se v séru ve vazbě 
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na DBP (vitamín D vázající protein) vyskytuje v nejvyšších koncentracích oproti ostatním 

metabolitům (kalcidiol – struktura viz Obrázek 4 a Obrázek 5).  

 

Obrázek 4: Kalcidiol – 25(OH)D2  

 

 

Obrázek 5: Kalcidiol – 25(OH)D3  

Další hydroxylace (C-1) na kruhu A probíhá primárně v mitochondriích ledvin. Vznik aktivního 

metabolitu (kalcitriolu – struktura viz Obrázek 6 a Obrázek 7) je přísně regulován, obrat aktivního 

metabolitu (hormonu) je velmi rychlý s poločasem 4-6 hodin. Koncentrace kalcitriolu v séru je 

1000 krát menší než kalcidiolu. Protože se vyskytuje v koncentracích 10
-12

 mol/l a má velmi rychlý 

obrat v organismu, není proto vhodným biomarkerem ukazujícím na stav vitamínu D v organismu 

[3].  

 

Obrázek 6: Kalcitriol – 1,25(OH)2D2  
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Obrázek 7: Kalcitriol – 1,25(OH)2D3 

 

Vitamín D je katabolizován dalšími hydroxylacemi (C-24 nebo C-23), tvorbou laktonu případně 

glukuronidů nebo sulfátů. Jsou vylučovány společnou cestou se žlučovými kyselinami [1].  

4.2 Separační metody – využití v klinické praxi a výzkumu 

Klinické laboratoře jsou zaměřeny na stanovení, která jsou při péči o pacienta požadována běžně. 

Výsledky všech stanovení musí být přesné, správné a rychle dostupné Dalším a někdy i velmi 

omezujícím požadavkem je celková cena stanovení, kterou ovlivňuje nejenom cena použitých 

chemikálií a spotřebního materiálu, ale také pořizovací náklady přístroje.  

Požadavek na rychlost a dostupnost základních vyšetření je více méně vyřešen automatizací, která 

v laboratořích v současné době převládá. Plně automatizované systémy téměř eliminují manuální 

práci se vzorkem. To samozřejmě vede ke zrychlení celého procesu a minimalizaci rizika chyb 

vzniklých vlivem lidského faktoru.  

Základními detekčními principy většiny biochemických stanovení jsou spektrofotometrie, 

turbidimetrie nebo nefelometrie. Tyto techniky povětšinou nemají specifické požadavky na 

operátora přístroje. Jednotlivé kity obsahují nejenom potřebné reagencie pro chemickou, 

enzymatickou nebo imunochemickou reakci, ale také přesný postup měření, které celé i 

s vyhodnocením provádí analyzátor. Použití enzymů a později i monoklonálních protilátek značně 

zlepšilo specifitu vyšetření a umožňuje stanovení konkrétního analytu přímo ze směsi.  

Separační metody ve většině případů zatím neumožňují automatizovat celé stanovení. Častěji 

samotnému stanovení předchází příprava vzorku, která přestože zvyšuje specifitu, prodlužuje čas 

potřebný k získání požadovaného výsledku. Nevýhodou samozřejmě jsou i vyšší pořizovací náklady 

a požadavky na operátora obzvláště v rámci interpretace výsledků.  
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Přesto výhody separačních metod v klinické praxi i ve výzkumu jsou nesporné. Separační metody 

mohou být používány jako preparativní nebo analytické metody. Umožňují eliminovat interference 

tak, aby mohl být analyt kvantitativně stanoven v komplexní směsi, a oddělit a stanovit několik 

podobných látek v rámci jednoho měření [4]. Proto mohou poskytovat více informací najednou a 

v kratším čase tak může být stav pacienta zhodnocen komplexněji. Například aminokyseliny, 

bílkoviny a nukleotidy se v lidském těle vyskytují jako větší skupiny chemicky podobných látek, 

jejichž komplexní analýza může poskytnout mnoho informací při prvotním screeningu. Obrovské 

uplatnění mají separační metody při hledání nových markerů, v toxikologii a jako nástroj kontroly 

lékových hladin u léků, které mají velmi malé terapeutické rozmezí [5].  

4.2.1 Chromatografické metody 

Principem chromatografických metod je separace látek na základě kontinuálního ustanovování 

fázové rovnováhy mezi stacionární a mobilní fází. Distribuce látek mezi tyto dvě fáze ovlivňuje 

pevnost mezimolekulárních vazeb vytvořených mezi analytem a fázemi a dostupnost stacionární 

fáze, která je z velké části determinována geometrií této fáze. Podle skupenství mobilní fáze 

rozdělujeme chromatografii na kapalinovou (LC), plynovou (GC) a superkritickou fluidní (SFC) 

[6]. 

Molekulární interakce, které vyjadřují relativní afinitu analytu ke stacionární nebo mobilní fázi, 

vznikají na základě disperzních, polárních a iontových sil.  

Změny dipólových momentů jader a elektronů umožňují elektrické interakce s jinými molekulami 

zvané disperzní síly. Molární polarizovatelnost vyjadřuje vlastnost molekuly vytvářet tyto síly. 

Nejedná se o interakce mezi konkrétně lokalizovaným nábojem vzniklým na molekule, ale o 

interakce vzniklé na základě stále se měnících polarit blízkých molekul [7].  

Polární interakce jsou elektrické síly mezi lokalizovanými náboji vzniklými na molekule na 

základě dipólu. Musí být doprovázeny disperzními případně iontovými silami. Jedná se o silné 

interakce, výsledkem mohou být slabé chemické vazby (např. vodíková vazba). Interakce je 

ovlivněna vzájemnou vzdáleností molekul. Dipólový moment může být v molekule kompenzován, 

proto polarizovatelnost molekuly nepopisuje přesně stav, kdy vznikne interakce. Interakce mohou 

vznikat mezi permanentními dipóly nebo mezi dipólem permanentním a indukovaným vzniklým 

například na aromatickém jádře sloučeniny [7].  
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Iontové interakce vznikají mezi molekulami, které mají náboj. Tyto interakce jsou doprovázeny 

také disperzními i polárními interakcemi, ale v iontově výměnné chromatografii jsou iontové 

interakce převládajícími silami pro retenci analytu na stacionární fázi [7].  

Na základě interakcí, které molekula analytu umožňuje vytvářet, je zvolena stacionární fáze. 

V plynové chromatografii jsou interakce s mobilní fází velmi slabé, proto v podstatě neovlivňuje 

selektivitu zvoleného systému. Naopak mobilní fáze v kapalinové chromatografii umožňuje volit 

prostředí s různými vlastnostmi potlačujícími některé interakce a tím ovlivňovat selektivitu.  

Změny geometrie stacionární fáze ovlivňují účinnost chromatografického systému, 

umožňují/znemožňují vznik molekulárních interakcí s analytem.  

Základní vliv má množství stacionární fáze. Větší obsah stacionární fáze umožní více interakcí, 

ale mění retenci všech analytů proporcionálně. V plynové chromatografii jsou používány kolony 

náplňové o vnitřním průměru 2–4 mm a délce 2–3 metry nebo kolony kapilární (100–500μm × 10–

100 m), kde stacionární fáze je vrstva pokrývající vnitřní povrch kolony (0,1–7 μm). U kolon pro 

kapalinovou chromatografii je množství stacionární fáze popisováno velikostí plochy povrchu [7]. 

Ta je ovlivněna primárně šířkou a délkou kolony a velikostí použitých částic (částicové kolony) 

nebo velikostí pórů (monolitní kolony).  

Podle struktury stacionární fáze jsou uskutečňovány pouze interakce molekul, které odpovídají 

velikostně nebo tvarově. Retence analytu, ale nemusí být založena výhradně na velikosti molekuly, 

vazba může být uskutečněna v místě odpovídajícím chirálnímu místu molekuly analytu. Další 

možností je „vložení trojrozměrného obrazu molekuly analytu do stacionární fáze“ metodou 

molekulárního imprintingu, vazby pak mohou vznikat po celém povrchu molekuly ve specifické 

kavitě. Takto modifikovaná stacionární fáze extrémně zvyšuje selektivitu použitého systému [7].  

4.2.1.1 Plynová chromatografie (GC) 

Podle druhu stacionární fáze (pevná látka nebo kapalina) a s tím souvisejícího způsobu ustanovení 

rovnováhy látek je plynová chromatografie rozdělovací nebo adsorpční. Po nástřiku vzorku dochází 

okamžitě ke zplynění a nosný plyn transportuje vzorek přes kolonu, kde probíhá separace, 

k detektoru. Rychlost dělení analytů na koloně a selektivita procesu je ovlivňována teplotou, častěji 

je používán teplotní gradient oproti isotermální separaci.  
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Kolony používané pro separaci v plynové chromatografii jsou náplňové nebo kapilární (otevřené 

tubulární). Náplní může být přímo stacionární fáze nebo nosič pokrytý vrstvou kapalné stacionární 

fáze. Povrch stacionární fáze kapilární kolony WCOT (wall-coated open tubular column) odpovídá 

vnitřnímu povrchu kolony s minimální tloušťkou vrstvy – filmu. Pokud je stacionární fáze tvořená 

porézní vrstvou, pak je její povrch větší než vnitřní povrh samotné kolony. Stacionární fáze může 

být pevný absorbent (PLOT, porous-layer open tubular column) nebo kapalina vázaná na povrchu 

nosiče (SCOT, support coated open tubular column) [8].  

Mobilní fází je inertní plyn, který nereaguje s analyty, ani nehraje žádnou roli při zadržování 

analytu na stacionární fázi (neovlivňuje sorpci a desorpci ani rozdělovací koeficient). Se 

zvyšováním teploty roste viskozita mobilní fáze. Pokles tlaku v koloně vyvolá expanzi plynu a 

lineární rychlost mobilní fáze (plynu) se od začátku ke konci kolony zvyšuje [4]. 

Nejčastěji používané jsou detektory plamenově ionizační (FID), elektronového záchytu (ECD) a 

tepelně vodivostní (TCD), ale na důležitosti stále více získává hmotnostní detektor (MS). Metody 

GC-MS slouží jako toxikologické referenční metody při stanovení léků [9, 10] a drog [11, 12] a při 

monitorování terapeutických hladin léčiv například antiepileptik a antihistaminik [13, 14]. 

4.2.1.2 Kapalinová chromatografie (LC)  

Zcela zásadní roli pro vývoj kapalinové chromatografie mělo zjištění, že zmenšení částic náplňové 

kolony vede ke zmenšení výšky teoretického patra (počet teoretických pater kolony je přímo 

úměrný poměru délky kolony a poloměru částic) a také ke zvýšení účinnosti kolon. Současně 

dochází i ke zkrácení retenčních časů [15]. V současné době běžně používané částice o velikosti 

méně než 2 µm vyžadují použití vysokého tlaku pro udržení dostatečného průtoku mobilní fáze. 

Z toho vyplývají požadavky na použité přístrojové vybavení. Pumpa musí generovat vysoký tlak a 

bezpulzní, reprodukovatelný průtok. Účinnost separace je ovlivňována kombinací použitých 

mobilních fází (tzv. gradientová eluce). Na základě změny vlastností mobilní fáze je umožněn vznik 

nových interakcí s molekulami analytu, v případě, že jsou nové interakce silnější než síly 

způsobující retenci molekul na stacionární fázi, dochází k vymytí.  

Účinnost separace může být popsána výškovým ekvivalentem teoretického patra (HETP), které je 

významně sníženo při použití menších částic stacionární fáze. Van Deemterova rovnice popisuje 

vliv vířivé (turbulentní) a axiální difúze v mobilní fázi a odpor proti převodu hmoty v mobilní a ve 

stacionární fázi na výšku teoretického patra. V praxi se používá zkrácený zápis rovnice závislosti 
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HETP na lineární rychlosti mobilní fáze (viz Rovnice 1). Použití částic s menším poloměrem má za 

následek nejenom významné zvyšování účinnosti kolon, ale umožňuje pracovat s vyšším průtokem 

mobilní fáze bez snížení účinnosti, protože minimum křivky pro malé částice <2 µm je ploché a 

zasahuje i do oblasti s vyšší lineární rychlostí [16]. 

Cu
u

B
AHETP 

 

Rovnice 1: Závislosti HETP na lineární rychlosti mobilní fáze 

u  lineární rychlost mobilní fáze 

CBA ,,  konstanty charakterizující daný chromatografický systém 

A  odpovídá vlivu vířivé difuze a je přímo úměrná průměru částic 

B  odpovídá vlivu longitudinální difuze 

C  odpovídá odporu proti převodu hmoty v mobilní a ve stacionární fázi a je přímo úměrná druhé mocnině průměru 

částic 

Mikročástice o poloměru 1,5–5 µm vytváří v koloně zpětný tlak a pro udržení průtoku musí dojít ke 

zvýšení tlaku pumpované mobilní fáze. Požadovaná změna tlaku je nepřímo úměrná druhé mocnině 

průměru částic (viz Rovnice 2).  
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Rovnice 2: Zpětný tlak vzniklý v koloně v závislosti na poloměru částic.  

  viskozita mobilní fáze 

L  délka kolony 
u  lineární rychlost mobilní fáze 

pd  průměr částic 

cd  průměr kolony 

 

V průběhu vývoje kolon s menšími částicemi (3,0–5,0 µm) byly převážně používány krátké kolony 

z důvodu vzniku vysokého tlaku v systému, který byl na hranicích možností konvenčních systémů 

HPLC. Zkrácením kolon, ale často vedlo ke snížení účinnosti, která byla zlepšována gradientovou 

elucí [16]. Nově vyráběné přístroje (UPLC, UFLC) umožňují využít kolony s částicemi <2 µm za 

tlaků přesahujících 40 MPa (6 000 PSI) [17]. 

Kromě částic, které jsou celé tvořené stacionární (porézní vrstvou), byly vyvinuty také částice 

„povrchově porézní“ (např. technologie PoroShell a FusedCore). Jádro částice je pevné, analyty 

vstupují pouze do porézní vrstvy na povrchu částice. S klesající tloušťkou porézní vrstvy se snižuje 

specifický povrch stacionární fáze, a klesá sorpční kapacita kolony. Poloměr difuze analytu ve 
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stacionární fáze je proto kratší, což umožňuje zkrácení času analýzy bez snížení účinnosti kolony 

[18]. V současné době se touto technologií zabývají: Advanced Materials Technology (USA, 

kolony Halo); Sigma-Aldrich (USA, kolony Ascentis Express) a Phenomenex (USA, kolony 

Kinetex). 

Jiným směrem ve vývoji chromatografických kolon jsou takzvané monolity. Stacionární fáze je 

tvořena jedním kusem materiálu, který obsahuje mikro- a makro- póry. Jedná se o organické 

polymery (polymetakryláty, polyakrylamidy) nebo anorganické polymery na bázi silikagelu, uhlíku 

a zirkonu. Tyto stacionární fáze neobsahují mezičásticové prostory, průtok mobilní fáze je 

uskutečňován makro-póry [18]. Umožňují použití vysokých průtoků (3–10× vyšších oproti 

konvenčním částicovým kolonám) bez významného zvýšení zpětného tlaku [16]. 

Kapalinová chromatografie je v praxi široce používanou metodou. Nízkotlaké iontově výměnné 

systémy běžně stanovují hladinu glykovaného hemoglobinu, který je zcela zásadním stanovením při 

kontrole diabetiků, i v malých biochemických laboratořích. Vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie obecně vyžaduje snadnější přípravu vzorku oproti GC a je vhodnou metodou pro 

stanovení látek s větší molekulovou hmotností. Citlivé elektrochemické a fluorescenční detektory, 

ale v současné době převážně MS detektory umožňují stanovit nízké koncentrace léčiv a jejich 

metabolitů např. antibiotika [19-21], sedativa [22] steroidy [23-25] a důležité metabolity 

endogenních látek např. aminokyseliny, žlučové kyseliny a lipidy.  

4.2.2 Elektroforetické metody 

Elektroforetické metody separují látky na základě různé pohyblivosti nabitých molekul 

v elektrickém poli. Ve volném roztoku by účinnost separace byla velmi ovlivněna difuzí. Tradičně 

se využívá stabilizace prostředí pomocí gelů (polyakrylamidových nebo agarósových). Rychlost 

pohybu iontu závisí na jeho mobilitě, která je ovlivněná velikostí a nábojem molekuly, a na 

aplikovaném elektrickém poli, které je vyjádřeno jako napětí/cm.  

Gelová elektroforéza byla první z používaných separačních technik v klinických laboratořích. 

Separovala proteiny při diagnostice proteinových malignit [26], nukleové kyseliny [27] nebo 

enzymy [28].  

Přenesení elektroforézy na silikagelový nosič do kapiláry přineslo zlepšení účinnosti, zkrácení času 

potřebného k separaci, zmenšení objemu potřebného vzorku a hlavně velký potenciál 

k automatizaci. Elektroosmotický tok, který vzniká v kapiláře, unáší k detektoru také molekuly, 
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které v elektroforetickém toku mají opačný směr. Velkou výhodou této metody je obrovská 

separační účinnost, rychlost a nízké provozní náklady. Hlavní využití nalezla při monitorování 

lékových hladin a sekvenování DNA. Separace probíhá v několika modech: jako isoelektrická 

fokusace, isotachoforéza nebo kapilární zónová elektroforéza [4]. 

4.2.3 Další separační metody 

Mezi separační techniky patří metody běžně používané při přípravě vzorku. Oddělení specifické 

části vzorku na základě jeho fyzikálních nebo chemických vlastností plní funkci předseparace. 

Jasný trend v přípravě vzorku je automatizace a přímé propojení primární separace s analytickou 

separací. 

4.2.3.1 Precipitace 

Uskutečnitelnost separace látek na základě precipitace je založena na rozpustnosti precipitátu 

vzniklého po reakci precipitačního činidla a konkrétní molekuly nebo podobných látek. Interferující 

látky přítomné ve vzorku musí být v konkrétních podmínkách plně rozpustné a nevytvářet 

koprecipitáty.  

Pro separaci anorganických látek jsou běžně používány precipitace závislé na pH prostředí, 

hydroxidy, oxidy a kyseliny některých prvků mají rozdílné rozpustnosti v přítomnosti 

koncentrované kyseliny dusičné, amonného pufru nebo hydroxidu sodného. Mezi další běžná 

precipitační činidla patří sulfidy chloridy nebo sulfáty. Další možností je elektrolytická precipitace, 

při které jsou nejsnáze redukovatelné kovy izolovány ze směsi na elektrodě.  

Rozpustnost proteinů v roztoku je závislá na pH prostředí, teplotě, přítomnosti solí a na konkrétní 

struktuře bílkovin. Debye-Hückelova teorie popisuje vliv iontové síly prostředí na rozpustnost 

proteinů. Molekuly soli obklopují proteiny a snižují elektrostatickou atraktivitu okolních molekul. 

(se zvyšující se koncentrací soli roste rozpustnost proteinů). Při vysokých koncentracích solí je 

repulzní efekt nábojů soli a elektrostatické síly molekul proteinů jsou sníženy, až na úroveň kdy 

nastává precipitace. Proteiny jsou méně rozpustné při pH, které odpovídá jejich isoelektrickému 

bodu. Místo solí mohou být použity také alkoholické roztoky, které snižují interakce mezi proteiny 

a rozpouštědlem snížením dielektrické konstanty [4]. Vzniklé precipitáty jsou od směsi odděleny 

centrifugací nebo filtrací. 
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4.2.3.2 Filtrace  

Při filtraci dochází k separaci na základě velikosti molekul nebo precipitátů. Filtrace může být 

použita k přečištění roztoků (např. filtrace vzorku před analýzou, filtrace mobilních fází) nebo 

k oddělení precipitátu, který obsahuje požadovaný analyt. 

4.2.3.3 Centrifugace  

Principem centrifugace je sedimentace, která je urychlena působením centrifugační síly. Podle 

materiálu, který je centrifugován, se může jednat o separaci částic od roztoku na základě jejich 

sedimentačních vlastností. Další možností je oddělení dvou roztoků o různé hustotě. Centrifugace je 

ovlivňována velikostí, tvarem a hustotou částic, viskozitou média a velikostí centrifugační síly. 

Podle způsobu provedení může být centrifugace rozdělena na analytickou a preparativní. Mezi 

klasické příklady použití preparativní centrifugace patří: odstranění buněčných elementů z plné krve 

za účelem získání séra nebo plazmy, koncentrace buněčných elementů nebo buněčných organel pro 

mikroskopické nebo chemické analýzy, odstranění proteinových precipitátů od tekutiny nebo 

separace ligandů ve vazbě na protein nebo protilátku při imunochemických analýzách. Příkladem 

může být také urychlení přestupu analytů mezi dvěma fázemi nebo rozdělení lipoproteinových 

částic podle jejich hustoty.  

Diferenciální centrifugace rozdělí částice na základě jejich velikosti a hustoty. Vzorek je rozdělen 

do několika frakcí postupným zvyšováním relativní centrifugační síly (RCF). V každém 

centrifugačním kroku vzniká supernatant, který obsahuje nesedimentované části vzorku a peleta 

obsahující částice určité velikosti a hustoty. Po odebrání supernatantu, který je použit pro další 

centrifugační krok, je peleta několikrát resuspendována a promyta homogenizačním roztokem a 

centrifugována za stejných podmínek za jakých byla oddělena od směsi.  

Centrifugace v hustotním gradientu může být podle provedení zonální nebo izopyknická. 

Sedimentace části závisí v tomto provedení nejenom na velikosti, hustotě a tvaru části, ale také na 

hustotě a viskozitě média. Pro tvorbu gradientu se používají neinteragující nízkomolekulární látky: 

polyhydrické alkoholy (sacharóza, glycerol, sorbitol), polysacharidy (Ficol, dextrany), anorganické 

soli (CsCl, Cs2SO4, KBr) nebo jodovaná gradientová média. V případě zonální gradientové 

centrifugace je vzorek nanesen na povrch hustotního gradientu vytvořeného v centrifugační 

zkumavce. Působením RCF jsou molekuly rozděleny do zón na základě jejich velikosti a tvaru. 

Hustota všech částic v tomto provedení je mnohem větší než hustota média, a proto při krátké 
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centrifugami neovlivňuje rozdělení, v případě dostatečné doby působení RCF by došlo k tvorbě 

pelety na dně centrifugační zkumavky. Při izopyknické gradientové centrifugaci dochází k tvorbě 

gradientu až v průběhu centrifugace. Vzorek je homogenně smíchán s médiem o větší hustotě než 

jakákoliv částice přítomná ve vzorku. Rozdělení částic závisí pouze na hustotě, která odpovídá 

v daném místě zkumavky hustotě média. Velikost a tvar částic ovlivňují pouze rychlost dané 

sedimentace [29]. 

4.2.3.4 Extrakce 

Základními požadavky na extrakční metody je: odstranění matrice vzorku, odstranění podobných 

molekul jako je stanovovaný analyt a zakoncentrování.  

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)  

Proces extrakce z kapaliny do kapaliny je vyjádřen distribuční konstantou (Rovnice 3) daného 

analytu, která vyjadřuje poměr koncentrací ve dvou nemísitelných fázích (vodná a organická) 

v ustáleném stavu.  
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Rovnice 3: Distribuční konstanta 

 Aa  aktivita analytu v organické a vodné fázi 

 A  molární koncentrace analytu v organické a vodné fázi 

 

Přechod analytu mezi fázemi závisí na čase a velikosti plochy kontaktu. Může být usnadněn 

snížením rozpustnosti vzorku v matrici (kapalina číslo 1) případně přidáním komplexotvorného 

činidla do extrakční kapaliny. Účinnost extrakce může být zvýšena opakovanou extrakcí, kdy 

dochází k opětovnému ustavení rovnováhy koncentrací. Koncentrace analytu, která stále zůstává i 

po provedení několika extrakcí ve vodné fázi (Rovnice 4) závisí na distribuční konstantě a na 

použitém objemu rozpouštědla. Použití více než 6 extrakcí menším objemem minimalizuje ztráty, 

které vyplývají z rezidua analytu ve vodné fázi [4].   
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Rovnice 4: Výpočet koncentrace analytu ve vodné fázi po i provedení opakované extrakce 

 iA  koncentrace analytu ve vodné fázi po provedení opakované extrakce 

aqV , 
orgV  objem vzorku (vodná fáze), objem jednotlivých porcí extrakčního rozpouštědla  

K  distribuční konstanta 

 0A  počáteční koncentrace analytu ve vodné fázi 

i  počet provedených extrakcí 

Velkou limitací LLE je podmínka použití extrakční kapaliny nemísitelné s matricí vzorku. Tím je 

omezen výběr extrakčních činidel. Zásadní vliv na účinnost extrakce má tvorba emulzí, které 

vznikají v případě alespoň slabé mísitelnosti kapalin [4]. 

Extrakce na pevnou fázi (SPE)  

Principem této metody je retence látek s podobnými chemickými vlastnostmi na sorbentu. Podobné 

látky/konkrétní analyt jsou v ustáleném stavu distribuovány mezi matricí vzorku a povrch pevné 

fáze. Distribuční koeficient popisuje rozdělení koncentrací mezi sorbentem a vzorkem. Pokud je 

distribuční koeficient dostatečně velký (nastává pseudo-equilibrační stav), veškerý analyt je 

adsorbován na pevné fázi a dochází k retenci. Retenční princip může být použit dvěma způsoby, 

buď pro zachycení analytu, které je častější, nebo pro zachycení balastních látek obsažených ve 

vzorku.  

V první fázi SPE musí dojít k aktivaci, kondicionaci a equilibraci sorbentu. Molekuly sorbentu jsou 

v ideálním případě obaleny rozpouštědlem, které umožní interakce s molekulami analytu. Také 

vlastnosti vzorku musí být před samotnou aplikací na sorbent optimalizovány, aby mohlo dojít ke 

vzniku vazeb mezi analytem a sorbentem. Nejčastěji se jedná o naředění vzorku, které sníží 

viskozitu, adjustaci pH pro změnu polarity funkčních skupin molekul, která zvyšuje afinitu analytu 

k vazbě na sorbent, nebo přerušení vazeb analytu na proteiny ve vzorku.  

Na sorbentu jsou většinou zadrženy kromě konkrétního analytu také látky chemicky velmi podobné. 

Pro zvýšení selektivity procesu a získání co možná nejčistšího vzorku jsou použity promývací 

kroky, při kterých jsou postupně na sorbent aplikována rozpouštědla se zvyšující se eluční silou. 

Promývací krok o konkrétní eluční síle, která odpovídá extrahovanému analytu, se nazývá eluce. Na 

rozdíl od LLE může být použito rozpouštědlo mísitelné se vzorkem [30]. 
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Selektivita SPE závisí na použitém sorbentu. Stacionární fáze (sorbent) může být umístěn v kolonce 

nebo mikrotitračních destičkách. Další možností je použití extrakčních disků. Specifické funkční 

skupiny modifikovaných stacionárních fází zvyšují selektivitu pro konkrétní analyty. Pro extrakci 

na normální fázi je nejčastěji používán silikagel modifikovaný krátkými uhlovodíkovými řetězci s 

polárními funkčními skupinami (-OH, -NH2, CN). Slabé polární vazby (vodíkové vazby, vazba 

dipól-dipól) vzniklé při retenci polárních analytů jsou rušeny silnějšími polárními rozpouštědly. 

Pokud je analyt ve vodné matrici může docházet ke slabé retenci na sorbentu, lepší retence se 

dosahuje při aplikaci analytu na sorbent v organickém rozpouštědle. Pro extrakci na reverzní fázi 

je používán jako sorbent silikagel modifikovaný různě dlouhými uhlovodíkovými řetězci (C2-C18), 

cyklohexylovými nebo fenylovými funkčními skupinami. Variantou jsou také styrendivinyl 

benzenové fáze. Analyt zadržován hydrofobními interakcemi (van der Waals), které ruší silnější 

nepolární rozpouštědlo. Speciální skupinou je iontově výměnná extrakce, kde je sorbent 

modifikovaný silnějšími polárními skupinami (kvarterní amoniové soli, karboxylové nebo 

propylsulfonové kyseliny). Retenční vazby jsou elektrostatické interakce [30].  

MSPD (matrix-solid phase dispersion) je na rozdíl od klasické SPE metoda vhodná pro extrakci 

analytů z pevné nebo viskózní matrice. Materiál vzorku je přímo smíchán s částicemi sorbentu, 

odpadají tak ztráty, které mohou nastat přípravou vzorku před aplikaci na sorbent.  
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4.3  Stanovení vitamínu D a ostatních liposolubilních vitamínů 

v lidském séru 

Důležitost zavedení metody pro stanovení liposolubilních vitamínů (konkrétně vitamínů D, A a E) 

vychází z požadavků lékařů různých skupin pacientů. Stanovení těchto vitamínů je důležité jak ve 

fázi včasné detekce vyvíjející se poruchy/onemocnění, tak při monitorování léčby nebo jako 

možnost kontroly stavu pacienta. 

4.3.1 Klinické zdůvodnění 

Pacienti dialyzačního střediska s těžkým poškozením ledvin jsou ohroženi sníženou hydroxylací 

kalcidiolů (25(OH)D) v poloze 1. Produkce kalcitriolu (1,25(OH)2D), aktivního metabolitu 

vitamínu D, je v těchto případech nedostatečná a vede k dalším poruchám.  

Kalcitriol spolu s parathormonem reguluje kalciofosfátový metabolismus. Vlivem nedostatku 

vitamínu D (kalcitriolu) dochází k nedostatečné exkreci Ca
2+

 a HPO4
2–

 iontů v ledvinách a tím ke 

zvyšování kalcémie a fosfatémie (sérové koncentrace). Příštítná tělíska reagují na hyperkalcémii a 

hyperfosfatémii zvýšenou produkcí parathormonu (PTH), který aktivuje osteoklasty a dochází 

k dalšímu zvyšování hladin kalcia a fosfátů. Hladina parathormonu není deregulována přítomností 

kalcitriolu a ani antagonické funkce vitamínu D v ledvinách (exkrece Ca
2+

 a HPO4
2-

 iontů) nejsou 

dostatečné. V takovémto stavu se rozvíjí vážná sekundární hyperparathyreóza [31] (Obrázek 8). 
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Obrázek 8: Vývoj sekundární hyperparathyreózy v důsledku poškození ledvin (zpracováno podle [31] [32]) 

 

Včasná detekce poklesu hladin kalcitriolu u pacientů s onemocněním ledvin (nefrologické 

ambulance, pacienti v dialyzačním programu) je zcela zásadní pro kontrolu poškození ledvinných 

funkcí a rozvoje sekundární hyperparathyreózy. V průběhu suplementace takovýchto pacientů je 

nutná kontrola hladin aktivního metabolitu v organismu, aby nedocházelo naopak 

k hypoparathyreóze [31].  

Další významnou skupinou jsou pacienti III. Interní gerontometabolické kliniky. Jedná se 

převážně o pacienty s metabolickými a nutričními poruchami. Nutriční poruchy některých těchto 

pacientů jsou ovlivněny věkem pacientů. U dlouhověkých pacientů dochází k významnému snížení 

produkce vitamínu D z jeho prekurzoru (7-dehydrocholesterol). K reakci, při níž vzniká pre-vitamín 

D3, dochází v zárodečné vrstvě epidermis (Malpighická vrstva). Je proto ovlivněna tloušťkou vrstvy 

odumřelých a zrohovatělých keratinocytů, která v průběhu stárnutí narůstá a stává se tak bariérou 

pro UV záření o vlnové délce 295 nm, které je pro průběh reakce nepostradatelné [33]. Malabsorpce 

a obezita jsou dalším významným důvodem pro sníženou biodostupnost vitamínu D [34].  
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Kalcitriol je jedním z hlavních regulačních hormonů kostního metabolismu, ovlivňuje mineralizaci 

kostí, svalovou aktivitu i nervové vedení vzruchu regulací hladin vápenatých iontů v séru. 

Dlouhodobá hypovitaminóza se projevuje osteomalácií až osteoporózou a svalovou slabostí. 

Následkem jsou časté pády a vážné zlomeniny, které dlouhověké pacienty dlouhodobě, někdy i 

trvale imobilizují.  

Jasná je vazba mezi hypovitaminózou a některými chronickými a civilizačními chorobami, jako je 

například chronické srdeční onemocnění [35-37], hypertenze [38, 39] a diabetes mellitus [40, 41]. 

Přehled vzniku a důsledků deficitu vitamínu D viz Obrázek 9. 

 

Obrázek 9: Vznik a důsledky deficitu vitamínu D (upraveno podle [33-37]) 

Vitamín A hraje zásadní roli v regulaci diferenciace epiteliálních buněk. Karence tohoto vitamínu 

způsobená nejčastěji sníženým přísunem karotenoidů v potravě případně zhoršeným vstřebáváním u 

starších osob způsobuje změny na kůži, mukózních sliznicích, stěnách cév i v rohovce [42]. Snížená 

integrita a regenerace sliznice respiračního traktu napomáhá k opakovaným infekcím a postupnému 

vyčerpávání organismu [43, 44]. Vitamín A ovlivňuje také adaptivní imunitu a změny 

v subpopulacích T- a B-lymfocytů [45, 46].  
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Změny dietních zvyklostí ve stáří a zvýšená produkce volných radikálů často vedou 

k hypovitaminóze vitamínu E. Snížená ochrana biologických membrán před oxidačním stresem a 

následná lipidová peroxidace s řetězovou reakcí ve fázi propagace vedou k oxidativnímu poškození 

lipidových struktur. Pro starší pacienty je velkým rizikem poškození lipoproteinů o nízké hustotě 

(LDL) a s tím spojené snižování stability aterosklerotických plátů ve velkých artériích [3].  

Stanovení hladin vitamínu D u pacientů Onkologické kliniky je v současné době pouze ve fázi 

klinických pokusů. Některé studie potvrdily souvislost mezi nízkými hladinami kalcidiolu 

(25(OH)D) a vyšším rizikem vzniku rakoviny slinivky [47] případně vyšší mortalitou pacientů 

s rakovinou prsu, tlustého střeva, a plic [48]. Preventivní vliv suplementace ale zatím nebyl 

jednoznačně potvrzen. Sérová hladina kalcidiolu je považována za možný prediktivní marker 

vyššího rizika vzniku rakoviny.  

4.3.2 Složení matrice 

Sérum je matrice velmi komplexní. Jedná se o vodnou složku krve bez krevních elementů, 

fibrinogenu a srážecích proteinů. Vzniká po odstranění krevní sraženiny. Je z 92 % tvořeno vodou, 

další procentuelně nejvíce zastoupenou složkou jsou bílkoviny (6-8 %). Ostatní komponenty tvoří 

méně než jedno procento obsahu matrice – minerály a ionty 0,8 %, tuky 0,6 % a cukry (převážně 

glukóza) 0,1 % [49]. Stanovované analyty nejsou ve vodné fázi séra přítomny volně, ale jsou 

transportovány ve vazbě na bílkoviny, jejich koncentrace je oproti ostatním komponentám téměř 

zanedbatelná.  

4.3.2.1 Nestanovované komponenty séra 

Hlavní balastní složkou séra jsou plazmatické proteiny. Nejvíce zastoupený je albumin, který tvoří 

53-66 % všech proteinů. Je to molekula oproti ostatním proteinům relativně malá, váže molekuly 

vody a udržuje onkotický tlak plazmy, dále slouží jako transportér některých hormonů a vitamínů. 

α1-globuliny (α1-fetoprotein, α1-antitrypsin) tvoří 3-6 %, α2-globuliny (α2-fetoprotein, 

haptoglobulin) 6-12 %, β- globuliny (transferin a ceruloplasmin) 8-17 % γ-globuliny 

(imunoglobuliny) a 12-20 % bílkovinné složky [49].  

Lipidy jsou v séru/plazmě transportovány chylomikrony (transport ze střeva) a ve formě 

lipoproteinů, jejichž hlavními složkami jsou triacylglyceroly (45 % mastných kyselin), fosfolipidy 

(35 % MK), cholesterol a jeho estery a volné mastné kyseliny 
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4.3.2.2 Stanovované analyty – transport, koncentrace 

Stanovované analyty se v séru vyskytují ve velmi rozdílných koncentracích. Vitamíny A (retinol) a 

E (α-tokoferol) lze v séru stanovit v koncentracích μmol/l. Problémem jsou ale metabolity vitamínu 

D, kalcitriol (1,25(OH)2D se v krvi vyskytuje v hodnotách pmol/l a kalcidiol (25(OH)D) v nmol/l.  

Vitamín E je z potravy absorbován v tenkém střevě pasivní difůzí závislou na micelární 

solubilizaci. Vstřebávání je proto ovlivněno přítomností lipidů, pankreatických esteráz a žlučových 

kyselin, které dohromady vytváří vstřebatelné micely. Micely jsou v enterocytech rozloženy a 

uvolněné triglyceridy, fosfolipidy a cholesterol formují chylomikra, ve kterých vstupují tokoferoly a 

tokotrienoly do lymfatické cirkulace. První hydrolýza lipoproteinovou lipázou přenáší část 

tokoferolů přímo do některých tkání (tuková tkáň, svaly a mozek), většina ale zůstává 

v chylomikronových remnantech a je dále transportována do jater, kde transportní protein pro α-

tokoferol (α-TTP) umožní redistribuci vitamínu do nově formovaných lipoproteinů o velmi nízké 

hustotě (VLDL). Ostatní třídy lipoproteinů jsou postupně obohacovány nejenom v důsledku 

hydrolýzy částic, ale také aktivním transportem mezi jednotlivými třídami [50]. α-TTP je protein 

rozpoznávající molekulu RRR-α-stereoizomeru, je zodpovědný za biopotenci α-vitameru [1].  

Vitamín A je v potravě přítomen ve formě esterů retinou a karotenoidů (provitamín A), které jsou 

ve střevě solubilizovány do micel. Po hydrolýze volný retinol a β-karoten přechází do enterocytu 

difuzí pomocí specifického přenašeče. Cytosolové enzymy zajišťují biokonverzi β-karotenu na 

retinal [51] a jeho následnou redukci na retinol, který je dále rychle reesterifikován na palmitát nebo 

stearát. Estery retinolu jsou transportovány chylomikry a jejich remnanty do jater, kde jsou 

receptorem zprostředkovanou endocytózou přeneseny do parenchymatických buněk. Estery jsou 

zde hydrolyzovány a přeneseny do stelátových buněk, kde jsou opět reesterifikovány a skladovány 

(90 % zásob).  

Transport vitamínu A je uskutečňován specifickými proteiny, které mají terciární strukturu 

lipokalinů. Retinol je po mobilizaci z jater transportován do periferních tkání ve vazbě na specifický 

plazmatický protein (RBP). Molekula retinolu je obklopena doménou proteinu tvořené strukturou β-

skládaného listu a stabilizována vodíkovými můstky, tato struktura chrání molekulu vitamínu před 

oxidací. Retinol vstupuje do buněk po vazbě RBP na specifický receptor [1, 2].  

Vitamín D se v potravě vyskytuje ve velmi malém množství. Ve formě ergocalciferolu (vitamín 

D2) je přítomen v některých mikroorganismech, houbách a rostlinách. Naopak cholekalciferol 

(vitamín D3) je produkt živočišný, nejčastěji je přijímán v potravě bohaté na mořské ryby a 
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v mléčných výrobcích. Některé potraviny jsou tímto vitamínem obohacovány. Z potravy je 

absorbován v tenkém a tlustém střevě pasivní difůzí závislou na micelární solubilizací 

v chylomikrech. Vitamín se vyskytuje na povrchu lipoproteinové částice a tím je umožněna vazba 

na vitamín D-vázající protein (DBP) přímo v průběhu degradace chylomiker v plazmě [2].  

Ve vazbě na DBP vstupuje do cirkulace (je mobilizován) také cholekalciferol tvořený v kůži. Jako 

jediný liposolubilní vitamín není skladován v játrech. Pravděpodobně malá část je skladována 

v hydrofobních kompartmentech různých tkání (tuková tkáň). Přibližně 85% kalcidiolu je vázáno na 

DBP a 15% na albumin [52]. Koncentrace DBP v plazmě je mnohonásobně větší než koncentrace 

cholekalciferolu, ergokalciferolu, kalcidiolů a kalcitriolů, vazba je uskutečňována přes cis-trienovou 

strukturu. Váže kalcidiol s desetinásobně vyšší afinitou než kalcitriol [1]. Mechanismus a regulace 

mobilizace vitamínu z tukových zásob a jeho vstup zpět do cirkulace není dosud dostatečně 

objasněna [53].  

4.3.3 Možnosti stanovení 

4.3.3.1 Příprava vzorku  

Před samotnou extrakcí musí být stanovované vitamíny uvolněny z proteinových nosičů (α-TTP, 

RBP a DBP), které umožňují transport lipofilních látek ve vodném prostředí. Tyto proteiny bývají 

často asociovány v lipoproteidech (vitamín D a E) případně v micelách (vitamín A).  

Po deproteinaci séra mohou být uvolněné analyty přímo analyzovány, pokud to metoda stanovení 

umožňuje. Častěji ale před samotné stanovení musí být zařazeno přečištění vzorku od 

interferujících složek, nejčastěji je využívána extrakce nebo centrifugace. Dalším krokem bývá 

často zakoncentrování stanovovaných složek. 

Deproteinace vzorku může být provedena fyzikálními (teplota) nebo chemickými (organická 

rozpouštědla, kyseliny, anorganické soli) vlivy. Použití zvýšené teploty je omezeno skutečností, že 

může dojít k degradaci stanovovaných vitamínů. Další možností je enzymatická degradace proteinů, 

která je velmi jemnou technikou. Nevýhodou je složitější příprava reakční směsi a samozřejmě 

vyšší cena. Precipitací sérových proteinů dochází ke změně konformace a uvolnění vazeb. 

Nejčastěji používaný je ethanol [54-58] nebo acetonitril [59].  
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Dalším krokem přípravy vzorku po deproteinaci je uvolnění analytů z vazeb proteinů a odstranění 

interferujících složek matrice, nejčastěji se jedná o extrakci. Nejčastěji je používána extrakce 

z kapaliny do kapaliny (LLE). Vitamín A je z deproteinovaného séra extrahován nejčastěji 

hexanem [58, 59] stejně jako vitamín E [55]. Oba dva tyto vitamíny bývají často stanovovány 

společně s karotenoidy, v tomto případě bývají postupy přípravy vzorku složitější. Jako extrakční 

činidlo bývá opět používán hexan [60], častěji petroleum ether [56, 61] nebo směsi rozpouštědel 

například butanol-ethyl acetát [57]. Pro extrakci vitamínu D bývá používán acetonitril [62] nebo 

diethylether [54]. Extrakce na pevnou fázi (SPE) je také možná a umožňuje zvolit lépe selektivitu 

pro konkrétní analyty. Příkladem může být extrakce 8 liposolubilních vitamínů ze séra s  výtěžností 

95-97 % [63].  

4.3.3.2 Separace vitamínů, detekce 

Liposolubilní vitamíny jsou nejčastěji separovány chromatograficky na reverzní fázi. Nejčastější 

detekce retinolu a α-tokoferolu bývá spektrofotometrická [58, 60, 61], α-tokoferol v případě, že je 

potřeba vyšší citlivost může být stanoven fluorimetricky [64]. Tokoferoly mohou být detekovány 

také elektrochemicky po předchozí chromatografické separaci [65]. Vitamín D je nejčastěji 

stanovován jako suma hydroxy metabolitů vitamínu D2 a D3. Důvodem je antigenní nespecifita 

používaných protilátek. Chromatografická separace umožňuje spektrofotometrickou detekci 

hydroxy-vitamerů [66-68]. Vzhledem k velmi nízkým koncentracím stanovovaného metabolitu 

v séru je vhodná hmotnostní detekce [69-74].  

4.3.3.3 Moderní přístupy – miniaturizace, automatizace 

Mata-Granados publikoval metodu automatického systému extrakce na pevnou fázi uzpůsobeného 

k přečištění a zkoncentrování vzorku s on-line propojením na HPLC systémem [75]. Tato 20 

minutová metoda umožňuje extrémně rychlý průchod vzorku laboratoří zároveň s výbornou 

opakovatelností a reprodukovatelností celého procesu.  

V roce 2010 byla publikována práce, ve které byla použita on-line SPE-LC-MS/MS metoda pro 

detekci hladin vitamínu D (konkrétně se jednalo o oba metabolity – 25(OH)D i 1,25(OH)2D) u 

kriticky nemocných pacientů na jednotce intenzivní péče v porovnání s kontrolní skupinou 

zdravých dárců [76].  
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4.3.3.4 Metody používané v praxi pro stanovení vitamínu D 

První používanou metodou pro stanovení vitamínu D byla kompetitivní vazba na protein CPBA 

(competitive protein binding assay). Tato metoda byla publikována v roce 1971. Využívala vazbu 

analytu na DBP a kompetici o vazebné místo s 
3
H-25-(OH)D3 značeným vitamínem [77]. Stanovení 

vyžadovalo extrakci organickým rozpouštědlem, odpaření extraktu a přečištění vzorku kolonovou 

chromatografií. Snahy o zjednodušení přípravy vzorku, konkrétně se jednalo o překonání nutného 

přečištění vzorku, nebyly úspěšné. Navrhovaná radioimunoanalýza (RIA) se značenými 

protilátkami proti vitamínu D sice vykazovala nižší falešnou pozitivitu způsobenou nespecifickou 

reakcí lipidů matrice a DBP, ale přesto neřešila problém zkřížené reaktivity s ostatními metabolity 

vitamínu D [78]. Podobných výsledků dosáhla metoda enzymatická (EIA) pro 25-hydroxyvitamín 

D3, samotnému stanovení opět předcházela extrakce acetonitrilem [79]. V roce 1997 byla 

publikována metoda, která kombinuje výhody imunoextrakce na pevné fázi a následné stanovení 

RIA metodou pro 1,25-hydroxyvitamín D3 [80]. Přestože metoda zahrnuje specifickou extrakci 

metabolitu z matrice (plazma) a zkřížená reaktivita ostatních metabolitů je menší než 1 %, pro 1,25-

hydroxyvitamín D2 je 79 %. Přesto jsou principy těchto metod základem pro první komerčně 

vyráběné sety s certifikátem FDA pro klinické testování (Nichols Advantage - CPBA a DiaSorin 

corporation – RIA) [81]. 

Dalším krokem ve vývoji vhodné metody stanovení vitamínu D bylo využití HPLC s UV detekcí 

[66-68]. Vzorky pro chromatografické metody jsou převážně připravovány extrakcí na pevnou fázi 

[82]. Postupně byly metody přípravy vzorku zlepšovány [83] až k výsledné plně automatické 

metodě [75]. Chromatografie jako separační metoda umožňuje stanovení obou základních 

metabolitů (25-hydroxy D2 i D3) během jednoho měření. Od roku 1991 bylo publikováno mnoho 

metod spojujících výhody kapalinové chromatografii jako separační metody s citlivostí a specifitou 

MS detekce [70-74, 82, 84]. LC-MS/MS stanovení je považováno za standard, ke kterému jsou 

výsledky ostatních dostupných metod vztahovány. 

Situace v ČR - dostupnost vyšetření  

V České republice jsou pro rutinní stanovení dostupné metody pěti firem (DiaSorin, Abbot 

Diagnostics, Roche, Siemens a Immunodiagnostics). Všechny firmy nabízí metody imunochemi- 

nebo imunoelektro-luminiscenční v provedení na automatických analyzátorech. DiaSorin a 

Immunodiagnostics nabízí také starší manuální radioizotopové metody. Kromě těchto 

imunologických metod jsou dostupné chromatografické kity od různých firem. 
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Perkin Elmer nabízí MSMS vitamin D kit, který stanovuje 25(OH)D2 a 25(OH)D3 metabolity a 

vyhodnocuje také jejich sumu. Kit obsahuje vnitřní standard, kontroly a kalibrátory v sérové matrici 

[85].  

Firma Recipe nabízí HPLC Complete Kit a ClinRep® UPLC® Complete Kit. Stanovení 

metabolitů 25(OH)D2 a 25(OH)D3 probíhá za izokratického režimu s UV detekcí při 264 nm. 

Stanovení zahrnuje krátkou přípravu vzorku (deproteinaci) a chromatografickou separaci (HPLC – 

10 minut, UPLC-2 minuty). Tato firma také nabízí ClinMass® Complete Kit. Po deproteinaci 

vzorku probíhá on-line SPE přímo v chromatografickém systému. Separace trvá 3 minuty a MS 

detekcí je kromě obou 25(OH)D vitamerů stanovován také epimer 3-epi-25(OH)D3. Všechny 

dodávané kalibrátory mají návaznost na certifikovaný referenční materiál SRM 972 [86]. 

Kity pro HPLC separaci na normální i reverzní stacionární fázi, s UV i MS detekcí nabízí firma 

Immundiagnostik. Separace na normální fázi (25-OH Vitamin D3 HPLC Kit a 25-OH Vitamin 

D3/D2 HPLC Kit) trvá 20 minut, na reverzní stacionární fázi (25-OH Vitamin D3/D2 RP-HPLC 

Kit) 12 minut. Vzorky jsou před separací deproteinovány a extrahovány LLE. Analyty jsou 

detekovány při 264 nm. Dále je dostupný kit 25-OH Vitamin D3/D2 LC-MS/MS. V tomto případě 

jsou možné 3 postupy přípravy vzorku, deproteinace s LLE, extrakce na Oasis HLB kolonkách 

případně na Oasis HLB 96-well-µElution-plate. Gradientová eluce trvá 3,5 minuty a analyty jsou 

detekovány MS/MS MRM přechody, metoda obsahuje deuteriovaný interní standard. Všechny 

dříve zmiňované sety obsahují pouze jedno hladinový kalibrátor, který nemá návaznost na NIST 

standard. Tato firma poskytuje také 1,25-(OH)2-Vitamin D3/D2 ImmunoTube® LC-MS/MS Kit. 

Kalibrátor tohoto kitu je dvoubodový. Toto stanovení vyžaduje použití speciálního extrakčního kitu, 

separace probíhá opět jako gradientová eluce během 3,5 minut, detekce je MS/MS [87].  

Komerční sety firmy Chromsystems nabízí stanovení vitamerů 25(OH)D2 a 25(OH)D3 s UV 

detekcí v provedení s SPE úpravou vzorku. Separace trvá v isokratickém režimu 12 minut (25-OH-

Vitamin D3/D2 in serum/plasma – HPLC). Další možností je kit s on-line úpravou vzorku (25-

OH-Vitamin D3/D2 in serum/plasma (online method) – HPLC). Separace trvá 10 minut a analyty 

jsou stanoveny UV detektorem. Nejnovějším kitem je MassChrom® 25-OH-Vitamin D3/D2 in 

serum/plasma - LC-MS/MS. Analýza trvá 5 minut, v případě stanovení také 3-epi-25(OH)D2 i 

3 epi-25(OH)D2 8,5 až 10 minut [88].  

DiaSorin nabízí metodu (25-hydroxyvitamin D 
125

I RIA Kit) pro ruční zpracování vzorku. Po 

extrakci acetonitrilem je vzorek inkubován 90 minut s jódem značeným 25-hydroxyvitamínem D a 
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specifickou protilátkou. Během další inkubace (20 minut) dochází ke kompetici vzniklých 

imunokomplexů o vazbu na druhou protilátku. Reakční směs je centrifugována pro odstranění 

nespecifických vazeb přerušených přidaným pufrem. Signál vyhodnocen gama čítačem. Zkřížená 

reaktivita 25(OH)D2 a 25(OH)D3 je 100 %, pro 1,25(OH)2D2 a 1,25(OH)2D3 11 % [89]. 

Tato firma nabízí také plně automatickou metodou pro použití na imunoanalytickém analyzátoru 

Liaison (25(OH)D TOTAL CLIA Assay). Jedná se o kompetitivní chemilumiluminiscenční 

imunometodu. Vitamín D je disociován z DBP během inkubace (10 minut) s pufrem obsahujícím 

10 % ethanol. Uvolněný analyt je navázán na protilátky přítomné na magnetických částicích. 

V průběhu druhé inkubace (10 minut) dochází k navázání 25(OH)D konjugovaným s derivátem 

isoluminolu na volná vazebná místa magnetických částic. Nenavázané antigeny jsou ze směsi 

odstaněny a startovací reagencie generuje chemiluminiscenční signál. Zkřížená reaktivita 25(OH)D2 

je 104 %, 25(OH)D3 100 %, pro 1,25(OH)2D2 40 % a 1,25(OH)2D3 17 %. U obou metod je 

stanovována suma obou hydroxy vitamerů. [89]. 

Abbot Diagnostics má patentovanou chemiluminiscenční imunometodu na mikročásticích 

(CMIA) pro imunochemický analyzátor Architect. Je stanovována suma vitamínů 25(OH)D2 a 

25(OH)D3. K naředěnému séru se přidají paramagnetické mikročástice potažené protilátkami proti 

25(OH)D. Vitamery přítomné ve vzorku se naváží na mikročástice. Po reakci je do směsi přidán 

biotinylovaný 25(OH)D a protilátka proti biotinu značená akridinem. Komplex biotinylovaného 

vitamínu s protilátkou značenou akridinem se naváže na neobsazená vazebná místa na 

mikročásticích. Po promytí přístroj zaznamená relativní světelné jednotky (RLU) 

chemiluminiscenční reakce, signál je nepřímo úměrný množství vitamínu ve vzorku. Zkřížená 

reaktivita 25(OH)D2 je 82 % pro 25(OH)D3 105%, pro 24,25-(OH)2D3 je 112 % a pro C3-epimer 

25-(OH)D3 2,7 %. Kalcitriol (1,25-(OH)2D3) vykazuje zkříženou reaktivitu 12,6 %.  

Firma Roche (analyzátory Cobas, Modular) používá ke stanovení vitamínu D kompetitivní 

elektrochemiluminiscenční imunostanovení (ECLIA). Při první inkubaci je vitamín uvolněn 

z proteinového nosiče, aby mohl být navázán na protein značený rutheniem. V dalším kroku jsou 

přidány mikročástice pokryté streptavidinem a vitamín D značený biotinem. Dojde k obsazení 

volných rutheniem značených vitamin D vážících proteinů interakcí biotinu a streptavidinu. 

Reakční směs je nasáta do měřící cely, kde jsou mikročástice zachyceny na povrchu elektrody. 

Nenavázané složky jsou odstraněny a přivedené napětí na elektrodě vyvolá chemiluminiscenční 

emisi fotonů, která je změřena fotonásobičem. Metoda je standardizována na LC-MS/MS metodu 
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navázanou na NIST standard [70]. Zkřížená reaktivita pro 24,25-dihydroxyvitamin D3 je 149 % a 

pro C3-epimer 25-hydroxyvitamínu D3 91 % [90]. 

Firma Siemens (analyzátory Advia) používá ke stanovení 25(OH)D kompetitivní 

chemiluminiscenční imunostanovení (CLIA) na paramagnetických částicích. Vzorek je 4,5 

minuty inkubován s  reagencií, která uvolní vitamín D z  vazeb na bílkoviny. Další inkubace (5,5 

minuty) vzorku je s myší monoklonální protilátkou značenou akridinium esterem Tato protilátka je 

specifická pro oba vitamery (25(OH)D2 i 25(OH)D3), zkřížená reaktivita je 106 % a 97 %, pro 

1,25(OH)2D2 4%, pro 1,25(OH)2D3 1%. C3-epimer 25(OH)D3 má zkříženou reaktivitu 1 %. 

Paramagnetické částice mají na povrchu kovalentně vázánou myší monoklonální protilátku proti 

fluoresceinu. Kyselé a zásadité reagencie přidané do směsi zahájí chemiluminiscenční reakce. 

V dalším kroku je do reakční směsi přidána pevná fáze (paramagnetické částice potažené 

monoklonální myší protilátkou proti fluoresceinu) a analog vitamínu D konjugovaný 

s fluoresceinem. Po další inkubaci jsou paramagnetické částice odděleny od nenavázané reagencie 

promývacím roztokem a přidané kyselé a zásadité reagencie zahájí chemiluminiscenční reakci [91]. 

Immunodiagnostics (analyzátor IDS-iSYS) nabízí metodu chemiluminiscenčního 

imunostanovení (CLIA), se specifitou k oběma 25(OH)D vitamerům. Standardizace této metody 

byla ověřena korelací s LC-MS/MS metodou [92]. Tato firma nabízí také na stejném analyzátoru 

stanovení 1,25(OH)2D, pro úpravou vzorku jsou používána „imunokapsulace“[93].  

Tabulka 3 shrnuje dostupnost stanovení vitamínu D a používané metody ve fakultních nemocnicích. 

Z jedenácti fakultních nemocnic je vyšetření dostupné v osmi, ale pouze ve dvou jsou výsledky 

vydávány denně. 
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Fakultní nemocnice vyšetření odezva metoda firma 

Brno D total 2x týdně ECLIA  Roche 

Hradec Králové 25-OH D 4 týdny   

Královské Vinohrady ? ? ? ? 

Na Bulovce - - - - 

Olomouc 25-OH D 2 týdny   

Ostrava 25-OH D do týdne 
imunoanalytická 

metoda 
 

Plzeň - - - - 

U sv. Anny v Brně 25-OH D2 a D3 1 týden   

Motol 25-OH D denně   

Thomayerova nemocnice 25-OH D3 do týdne LIA  

VFN v Praze 25-OH D denně ECLIA  Roche 

Tabulka 3: Dostupnost vyšetření koncentrace vitamínu D v séru ve fakultních nemocnicích (informace byly 

získány z laboratorních příruček dostupných na internetových stránkách jednotlivých fakultních nemocnic 

v lednu 2013) 

Problémy používaných stanovení 

Obecným problémem stanovení vitamínu D nejsou pouze nedostatky jednotlivých metod týkající se 

přípravy vzorku, ale i otázka kalibračních a referenčníhch materiálů. V červenci 2009 byl uveden na 

trh certifikovaný referenční materiál (SRM 972), který je produkován National Institute of 

Standards and Technology (NIST) v USA. NIST poskytuje také kalibrátory (SRM 2972), které by 

měli zlepšit návaznost používaných metod. Jedná se o ethanolické roztoky 25(OH)D3 a 25(OH)D2 

na dvou koncentračních hladinách. Návaznost imunochemických metod, přesto není dostatečná. 

Komutabilita všech 4 hladin SRM 972 nebyla splněna [94]. Pro některá imunostanovení byla část 

kalibrátorů vyráběna například fortifikací koňského séra standardy. Také nedostatečné uvolnění 

analytu z DBP, zkřížená reaktivita metabolitů a matricové efekty mají za následek významný bias 

jednotlivých metod. Klinicky proto nelze hodnotit výsledky pacientů bez znalosti metody stanovení 

[95, 96]. V roce 2013 NIST uvedl nový certifikovaný referenční materiál (SRM 972a) plně 

komutabilní na všech 4 hladinách (fortifikována je pouze čtvrtá hladina epimerem 3-epi-

25(OH)D3). Koncentrace 25(OH)D3 a 25(OH)D2 byly stanoveny na základě výsledků izotopové 

diluční metody LCMS/MS [97], která je referenční metodou pro stanovení vitamínu D.  

http://www.fnkv.cz/
http://www.ftn.cz/
http://www.vfn.cz/
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Návaznost metod na certifikovaný referenční materiál (CRM) a jejich porovnatelnost umožňující 

klinické hodnocení stavu pacienta je v laboratořích ověřována postupy externího hodnocení kvality 

(EHK). Zdravotnická laboratoř, která je akreditovaná podle mezinárodně platné normy ČSN°°EN 

ISO15189 ("Zdravotnické laboratoře - Zvláštní požadavky na kvalitu a způsobilost"), musí být 

zapojeno do systému EHK. V Evropské unii je akreditace zdravotnických laboratoří upravena 

Nařízením č. 765/2008 na základě prohlášení IFCC (International Federation of Clinical Chemistry 

and Laboratory Medicine). Akreditaci laboratořím udělují akreditační orgány EA (European Co-

operation for Accreditation) nebo ILAC (International Laboratory Accreditation Co-operation). 

V České republice tuto funkci zastává Český institut pro akreditaci (ČIA).  

V České republice poskytuje vzorky pro EHK společnost SEKK. Nezávislými evropskými 

poskytovateli External Quality Assessment (EQA) jsou např. Deutsche Vereinte Gesellschaft für 

Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin e.v. (Německo), Labquality Oy (Finko) nebo United 

Kingdom National External Quality Assessment Service (Velká Británie).  

Mezi největší mezinárodní poskytovatele vzorků EHK pro vitamín D patří Vitamin D External 

Quality Assessment Scheme (DEQAS), který v roce 2013 zahrnuje 1200 účastníků z 54 zemí. 

V České republice je dostupný materiál společnosti SEKK – cyklus „Kostní markery“.  

V  roce 2012 se systému externí kontroly kvality (SEKK) prvního cyklu kostní markery (analyt 

25(OH)D) v České a Slovenské republice zúčastnilo 71 laboratoří s relativní úspěšností 85%, kdy 

přijatelný rozdíl v % od vztažné hodnoty je 33%. Jednotliví účastníci jsou pro hodnocení rozděleni 

do 6 skupin podle použité metody a výrobce (viz Obrázek 10). 

http://www.ifcc.org/
http://www.ifcc.org/
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Obrázek 10: SEKK 1/12 – kostní markery: porovnání cílových hodnot s maximální přípustnou odchylkou 33% a 

naměřených hodnot (robustní průměr, směrodatná odchylka) v jednotlivých skupinách. Upraveno podle 

www.sekk.cz. 

1) Imunochemická metoda (Abbot) – 13 účastníků 

2) Imunochemická metoda (Roche) – 36 účastníků  

3) Imunochemická metoda (DiaSorin) – 6 účastníků 

4) Imunochemická metoda (Siemens) – 6 účastníků 

5) Imunochemická metoda (Immunodiagnostic systém) 

– 4 účastníci 

6) skupina ostatní – 6 účastníků 

 

 

Cílové hodnoty pro imunochemickou metodu firmy Roche jsou významně nižší oproti ostatním 

očekávaným hodnotám a to v obou vzorcích. Oproti průměrné cílové hodnotě všech skupin je o 

37 % a 29 % nižší. Naopak cílové hodnoty vzorku B pro skupinu firmy Siemens jsou o 22 % vyšší, 

stejně tak pro vzorek B skupiny ostatní a vzorek A skupiny Immunodiagnostic. Vývoj variačních 

koeficientů a počet účastníků jednotlivých skupin v průběhu let 2011 a 2012 (celkem 4 cykly) viz 

Tabulka 4. Metody firmy Abbot a DiaSorin vykazují nejnižší variační koeficient výsledků mezi 

účastníky. Metoda firmy Siemens zaznamenala v posledních třech cyklech významné zlepšení 

variačního koeficientu mezi účastníky. 
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výrobce metody vzorek 
cyklus 1/11 cyklus 2/11 cyklus 1/12 cyklus 2/12 

N CV N CV N CV N CV 

Abbot 
A 

5 
3,16 

9 
13,0 

13 
9,71 

15 
4,21 

B 10,9 11,2 8,11 9,18 

Roche 
A 

33 
30,0 

32 
17,9 

36 
19,3 

38 
6,01 

B 20,9 15,0 9,76 16,5 

DiaSorin 
A 

4 
17,6 

6 
14,7 

6 
12,6 

6 
9,69 

B 11,6 8,70 9,46 11,5 

Siemens 
A 

3 
35,0 

6 
6,54 

4 
10,6 

8 
15,5 

B 37,3 8,34 9,36 12,3 

Immunodiagnostic system 
A 

6 
20,6 

4 
44,2 

4 
26,9 

3 
10,4 

B 15,6 17,5 14,1 22,9 

ostatní 
A 

5 
41,7 

4 
34,5 

6 
25,9 

5 
39,8 

B 21,6 29,0 8,24 34,9 

Tabulka 4: Porovnání počtu účastníků a variačních koeficientů jednotlivých skupin v rámci SEKK cyklus kostní markery v průběhu let 2011 a 2012. Upraveno 

podle www.sekk.cz. 

N - počet účastníků 

CV – variační koeficient naměřených hodnot vzorku (%)



41 

 

4.3.3.5 Doporučení pro diagnostiku deficitu vitamínu D 

Endokrinologická společnost (The Endocrine Society) – největší světová endokrinologická 

společnost – vydala roku 2011 doporučení týkající se léčby a prevence deficitu vitamínu D 

[98]: 

Diagnostika je doporučena pouze u osob, které mají zvýšené riziko vzniku deficitu 

vitamínu D: 

pacienti s osteoporózou, osteomalacií nebo křivicí 

pacienti s chronickým onemocněním ledvin 

pacienti při jaterním selhání 

pacienti s malabsorpčními syndromy (např. Cystická fibróza, Crohnova choroba) 

pacienti s hyperparathyreózou 

pacienti s granulomatózními chorobami (např. Sarkoidóza, TBC, Histoplazmóza) 

při dlouhodobě užívaných lécích (antikonvulziva, glukokortikoidy, léčba AIDS)  

afroameričané a hispánci  

těhotné a kojící ženy  

senioři s anamnézou opakovaných pádů a netraumatických zlomenin  

obézní děti a dospělí (BMI nad 30 kg/m
2
)  

V současné době nejsou dostatečné klinické důkazy, které by zdůvodňovaly vyšetřování stavu 

vitamínu D u populace, která nemá zvýšené riziko vzniku deficitu. Stejně tak přínos 

preventivního podávání vitamínu D při kardiovaskulárním onemocnění doposud nebyl 

prokázán [98].  

Pro diagnostiku je doporučeno vyšetření hladin cirkulujícího 25-hydroxyvitamínu D. 

Stanovení 1,25-dihydroxyvitamínu D není pro diagnostiku deficitu doporučováno. Toto 

stanovení je doporučeno pouze pro kontrolu stavu vitamín D-fosfátového metabolismu. IOM 

(Institute of Medicine) rozděluje deficitní stavy na základě koncentrace 25(OH)D na deficit 

(<50 nmol/l) a nedostatek (52,5-72,5 nmol/l). 
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4.4 Stanovení retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce 

4.4.1 Klinické zdůvodnění 

Světová zdravotnická organizace (WHO) doporučuje plné kojení prvních šest měsíců života 

dítěte. Mateřské mléko je tomto období jediným zdrojem tekutin, výživy, minerálů a 

vitamínů. Koncentrace složek je ovlivněna zdravotním stavem matky, ale hlavně potřebami 

dítěte. Zvláště u předčasně narozených dětí je zcela zásadní dostatečný přísun některých 

liposolubilních vitamínů, které ovlivňují růst a vývoj [99].  

Oxidativní stres je u předčasně narozených dětí velkým ohrožením [100, 101] a mateřské 

mléko poskytuje nezanedbatelnou ochranu tkání [102]. Produkce volných radikálů v prvních 

fázích lidského života velmi často vede ke vzniku propagační fáze oxidačního stresu [103]. 

Pre-eklampsie, nízká porodní váha nebo asfyxie mají za následek nižší aktivitu antioxidačních 

obranných mechanismů. Proto je zvýšená produkce volných radikálů a následný rozvoj 

oxidačního stresu velkým problémem [43]. Významně bývají poškozeny plicní alveoly a 

rozvíjí se chronická plicní choroba [104]. Lipoperoxidace poškozuje membrány buněk a často 

dochází k buněčné smrti. Souvislost mezi deficiencí α-tokoferolu a zvýšeným rizikem 

následků oxidačního stresu je dobře zdokumentována [105, 106]. Úkolem moderní 

neonatologie je podpořit vývoj antioxidačního systému na základě optimální nutriční 

strategie, dostatečný přísun α-tokoferolu v mateřském mléce je významným obranným 

mechanismem pro vznik dalších volných radikálů.  

Přítomnost retinolu je zcela zásadní pro růst a diferenciaci buněk mnoha tkání (mukózní 

membrány, pokožky, stěny cév a oční rohovky). Potřeba tohoto vitamínu je proto zcela 

zásadní v období rychlého růstu a diferenciace tkání [42]. Integrita epiteliálních buněk 

dýchacího traktu [43, 44], funkce adaptivní imunity a negativní změny v regeneraci epitelií 

sliznice jsou také velmi ovlivněny dostatečnou koncentrací retinolu. Sérové koncentrace pod 

0,70 µmol/l jsou považovány za deficienci a hodnoty pod 0,35 µmol/l za vážnou deficienci u 

předčasně narozených dětí [45]. 
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V případech, kdy může být nedonošené dítě krmeno mateřským mlékem z mléčné banky, je 

významné znát koncentraci retinolu a α-tokoferolu, aby mohlo být dosaženo optimální výživy 

novorozence pro správný růst, vývoj a dostatečnou obranyschopnost.  

Mateřské mléko je do mléčné banky dodáváno od dárkyň zamražené. Vzorky mléka jsou 

smíchány a pasterizovány za kontrolovaných podmínek. Před uskladněním jsou jednotlivé 

vytvořené dávky mléka rychle zchlazeny a zamraženy. Koncentrace vitamínů mohou být 

vlivem pasterizace, skladování a dvakrát proběhnutému procesu zamražení a rozmražení 

změněny. Také proto je vhodná kontrola složení mateřského mléka, které nemá na rozdíl od 

komerčních výživ přesně certifikované složení.  

4.4.2 Složení matrice 

Velmi proměnlivé složení mateřského mléka v průběhu laktace i jednotlivých porcí kojení 

ovlivňuje přístup v průběhu extrakce i samotného stanovení. Výrazně se mění nejenom 

koncentrace samotných stanovovaných analytů, ale především obsah hlavních složek mléka 

(tuky, bílkoviny a cukry), které interferují, případně znemožňují stanovení [107]. 

4.4.2.1 Nestanovované složky 

Mateřské mléko je matrice velmi komplexní. V prvních měsících života novorozence 

zajišťuje veškeré nutriční potřeby, zároveň i dostatečný přísun tekutin a podporu ne plně 

funkčního hormonálního a imunitního systému. Rozlišujeme 3 druhy mateřského mléka: 

kolostrum (mlezivo), přechodné a zralé mateřské mléko. Složení mateřského mléka vykazuje 

také významné změny v průběhu jednoho kojení. Takzvané „přední mléko“ přijímané na 

začátku sání obsahuje více vodné a sacharidové složky, zatímco „zadní mléko“ je bohaté na 

nenasycené mastné kyseliny a cholesterol [99].  

Obsah lipidů v mléce v průběhu laktace významně roste [108-110]. Celkové množství 

triacylglycerolů se postupně zvyšuje, což vede ke zvětšování tukových globulí přítomných 

v mléce. Oproti tomu biosyntéza fosfolipidů se snižuje [111]. Množství tuku vykazuje 

circadiální rytmus a významně se mění v průběhu jednoho kojení. „Zadní“ mléko obsahuje až 

4–5× více tuku (4–6 %) než mléko přední (1,5–2,0 %), produkované na začátku pití zralého 

mléka.  
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Naopak složka proteinová [112, 113] je ve zralém mléce zastoupena méně oproti kolostru. 

Hlavními proteiny zastoupenými v mléce jsou kasein, albumin, imunoglobulin IgA a lysozym 

[114]. Proteiny zajišťují vyvážený zdroj aminokyselin a některých enzymů potřebných pro 

trávení přijímaného mléka (lipázy, amylázy, …). Proteinová složka mléka zajišťuje také 

široké spektrum biologických aktivit. Antimikrobiálních funkce imunoglobulínů IgA, kaseinu, 

laktorefinu, haptokorinu, α-laktalbuminu and laktoperoxidázy jsou umožněny jejich relativní 

resistencí vůči proteázám v horní části trávicího traktu dítěte. Imunomodulačně působí 

především cytokiny a laktoferin.V průběhu snižování celkového obsahu proteinů v objemu 

mléka, roste podíl kaseinu [112].  

Také sacharidová složka je v průběhu laktace v poměru k celkovému objemu mléka snižována 

[115], převážnou část tvoří oligosacharidy. Přestože celkové množství sacharidů v mléce 

klesá, množství laktózy roste [116, 117]. Stoupá ze 4 % přítomných v kolostru na 7 % ve 

zralém mléce. 

Změny v koncentracích hlavních složek mateřského mléka v průběhu laktace (v závislosti na 

době, která uběhla od porodu) viz Tabulka 5.  

 Kolostrum Přechodné mléko Zralé mléko 

Laktace (dny) 1–4 5–14 > 14 

Tuky (g/dl ), 1,99±0,25  3,89±0,28 

Proteiny (g/dl ) 1,88±0,4  1,35±0,3 

Oligosacharidy (g/l) 20,9±4,81  12,9±3,30 

Retinol (μmol/l) 5–7 3–5 1,4–2,6 

α-Tokoferol (μmol/l) 2,3–44,2 10,4–16,3 7,2–10,9 

Tabulka 5: Změny koncentrace složek mateřského mléka v průběhu laktace upraveno podle ([1, 115-117] 

4.4.2.2 Stanovované analyty – transport, koncentrace  

Jednotlivé složky mateřského mléka přechází z plazmy do prostoru mléčné žlázy přes 

membránu epiteliálních sekrečních buněk. Existuje pět různých transportních cest (čtyři 

transcelulární a jedna paracelulární). Některé látky přímo přestupují pomocí transportních 

proteinů přes bazolaterální a následně přes apikální membránu (např. monovalentní ionty, 

voda, glukóza a urea). Další možností je transport látek do Golgiho aparátu odkud jsou 
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odděleny jako vezikuly a do lumen mléčné žlázy jsou transportovány exocytózou (např. 

kasein, proteiny, laktóza, kalcium). Transcytóza, takzvaný vesikulární transport je využíván 

během tvorby kolostra pro transport imunoglobulinů, transferinu a prolaktinu. Paracelulární 

transport umožňuje přímé propojení intersticia a mléčné žlázy, umožňuje přestup leukocytů. 

Tato transportní cesta je otevřena pouze v době těhotenství a v případě zánětu. Tukové 

globule jsou transportovány speciální cestou. Jsou protlačeny přes apikální stranu sekretorní 

buňky, proto zůstávají i v mateřském mléce obklopeny membránou, občas tyto částice 

obsahují i část cytoplazmy. Tímto způsobem jsou do mléka transportovány tuky, vitamíny 

rozpustné v tucích [118, 119] a hormony. 

Koncentrace vitamínu A v mléce je závislá nejen na sérových hladinách matky, ale podle 

délky laktace jeho uvolňování klesá [1]. Zatímco koncentrace vitamínu E se v průběhu laktace 

nemění ani není ovlivňována zvýšeným příjmem v potravě matky [120, 121].  

4.4.3 Možnosti stanovení  

Koncentrace vitamínu A a E v mateřském mléce, případně vliv suplementace matky na 

hladiny vitamínů v mléce i séru kojeného dítěte, byly stanovovány mnohokrát [122-127]. Už 

v roce 1947 byla publikována práce o vitamínu E v mateřském mléce [128].  

4.4.3.1 Příprava vzorku 

Příprava vzorku před samotnou analýzou je i přes významný posun stále časově nejnáročnější 

fází stanovení. Je také zdrojem častých chyb. Protože je složení matrice velmi proměnlivé a 

změny obsahu tukových kapének v mateřském mléce může ovlivnit stanovení lipofilních 

vitamínů, musí být příprava vzorku velmi robustní.  

Velkým problémem je také vzorkování. Mateřské mléko není homogenní matricí a mimo 

přirozené podmínky dochází velmi rychle k oddělování tukové a vodné složky. Proto vzorek 

nedostatečně homogenizovaný může obsahovat velmi rozdílné koncentrace stanovovaných 

vitamínů. Rozdíly mohou vznikat také při porovnávání vzorků předního a zadního mléka. 

Vodnatější přední mléko vytváří dvousložkovou matrici mnohem rychleji a je velkým 

problémem udržet homogenní prostředí v průběhu vzorkování. Homogenizace vzorku může 

být dosaženo několika způsoby. Nejběžnějším způsobem je zahřívání vzorku na 37 °C za 
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stálého míchání, dále bývá často používána ultrazvuková lázeň pro rozrušení tukových 

kapének [129]. 

Retinol i α-tokoferol jsou v mateřském mléce přítomny v tukových kapénkách, které bývají 

alespoň částečně obaleny membránou, kterou získají v průběhu transportu sekretorní buňkou. 

Vazba na transportní proteiny, lipidové kapénky ani na membrány není kovalentní, přesto 

musí být vitamíny před samotným stanovením uvolněny z matrice [130].  

K rozrušení struktur, ve kterých jsou vitamíny navázány, se nejčastěji používá hydrolýza 

(saponifikace). V průběhu saponifikace dochází k přeměně esterů vitamínů na alkoholy. 

Tuky (glyceridy a fosfolipidy) jsou hydrolyzovány na volné mastné kyseliny a glycerol, které 

mohou být od vitamínů separovány extrakcí do organického rozpouštědla.  

Saponifikace probíhá nejčastěji hydroxidem sodným v prostředí ethanolu nebo methanolu 

[130]. Alkohol v reakční směsi rozrušuje vazby vitamínů na proteinové části tukových globulí 

a odstraňuje z matrice proteiny. Saponifikace může probíhat za studena nebo za tepla. 

Kompletní alkalická hydrolýza tuků za laboratorní teploty je časově náročná (vyžaduje cca 12 

hodin) [131, 132]. Tradiční alkalická hydrolýza za studena byla ale nahrazena hydrolýzou za 

zvýšené teploty. Vyšší teplota průběh urychlí, při 80°  trvá kompletní hydrolýza do 30 minut 

[133, 134]. Dlouhý čas saponifikace za nižší teploty má za následek sice lepší homogenizaci 

vzorku a tím i snížení variačního koeficientu, ale dochází k významným ztrátám 

stanovovaných vitamínů [129]. Association of Official Analytical Chemists’ International 

(AOAC) poskytuje validovanou referenční metodu pro stanovení retinolu [135] a α-tokoferolu 

[136] ve které je použita saponifikace matrice při 70 °C 25 a 30 minut.  

Byla popsána také hydrolýza enzymatická [137], která je šetrnější nejenom k retinolu, ale 

umožňuje stanovit zároveň estery retinou a karotenoidy. V roce 2001 byla publikována on-

line extrakční metoda, která kombinuje výhody superkritické fluidní extrakce (SFE) a 

enzymatické hydrolýzy [138].  

Vitamíny bývají ze saponifikované směsi extrahovány organickými rozpouštědly. Nejčastěji 

používaná rozpouštědla pro extrakci jsou n-hexan [129, 139] a diethylether. Výtěžnost 

extrakce závisí na objemovém zlomku ethanolu ve vodné fázi extrakční směsi Prostředí, které 

vznikne po saponifikaci (voda-ethanol-soli mastných kyselin) se chová jako uhlovodíkové 



47 

 

rozpouštědlo a konkuruje tak organickému rozpouštědlu. Výtěžnost v této situaci závisí také 

na obsahu mastných kyselin (lipidů) ve vzorku. Pokud nejsou použity optimální podmínky 

pro uvolnění analytů z lipofilního prostředí po saponifikaci, výtěžnost extrakce je velmi nízká 

[130]. Optimální koncentrace ethanolu ve vodném prostředí pro extrakci retinolu a α-

tokoferolu do n-hexanu je mezi 30-40 % [140]. Kromě nejčastěji používané klasické extrakce 

byla publikována metoda pro superkritickou fluidní extrakci [141]. 

4.4.3.2 Stanovení – separace vitamínů, detekce 

Ke stanovení obou vitamínů v jednom vzorku se převážně používají chromatografické metody 

[142-144]. Retinol je možné detekovat spektrofotometricky (absorpční maximum 325 nm), 

fluorescenčně (excitační maximum 324-328 nm; emisní maximum 470-490 nm) i 

elektrochemicky. Při elektrochemickém stanovení jsou detekční limity srovnatelné se 

spektrofotometrickou detekcí. α-Tokoferol lze také detekovat stejnými technikami. Absorpční 

maximum je 292 nm, při fluorescenční detekci jsou maxima 295 a 330 nm. Elektrochemická 

detekce je pro α-tokoferol citlivější než fluorescenční. Nejčastěji jsou tyto vitamíny 

stanovovány spektrofotometricky [145-148]. 

4.4.3.3 Moderní přístupy, automatizace 

Cílem současných analytických metod je zjednodušení postupů a zkrácení doby přípravy 

vzorku. Minimalizování ruční práce při přípravě vzorku a zavádění automatických metod není 

pouze cílem, tyto nové metody používají také menší objemy organických rozpouštědel, proto 

jsou i levnější a šetrnější k životnímu prostředí (zelená chemie). V roce 1999 byla 

publikována plně automatizovaná metoda pro stanovení vitamínu A a E v mléce a 

kojeneckých výživách. Stanovení vychází z referenčních metod AOAC, které zahrnují 

saponifikaci a extrakci, a je prováděno robotickou stanicí propojenou s HPLC systémem s UV 

detekcí [149]. 
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5 Přístrojové vybavení 

5.1 Chromatografické sestavy 

Separace, identifikace a kvantifikace stanovovaných liposolubilních vitamínů byly prováděny 

na chromatografických sestavách firmy Schimadzu. V práci byly použity dvě sestavy: 

Prominence Shimadzu (Kyoto, Japan) patřící do kategorie HPLC (vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie) a Nexera Shimadzu (Kyoto, Japan), která se řadí do novější 

kategorie chromatografického přístrojového vybavení UHPLC (ultra účinná kapalinová 

chromatografie). Výhody a omezení obou přístrojů shrnuje Tabulka 7, která specifikuje 

jednotlivé součásti sestav. Při vývoji metod byly porovnávány vlastnosti analytických kolon 

různých typů. Tabulka 6 shrnuje vlastnosti jednotlivých kolon rozdělených podle typu na 

monolitní, částicové a kolony s částicemi s pevným jádrem a porézním povrchem. 

Výrobce Název Fáze 
Rozměry 

(mm) 

Částice 

(µm) 

Porozita 

(Å) 

monolitní kolony 

Merck
a
 Chromolith Performance RP-18e 100×4,6 - 130 

Merck
a
 SpeedROD RP-18e 50×4,6  - 130 

Phenomenex
b
 Onyx C18 100×3,0 - 130 

částicové kolony 

Supelco
c 

Ascentis  RP-amide 150×3,0 2,7 90 

kolony s částicemi s pevným jádrem a porézním povrchem 

Supelco
c 

Ascentis Express C18 150×2,1 2,7 90 

Supelco
c 

Ascentis Express RP-amide 100×3,0 2,7 90 

Supelco
c 

Ascentis Express RP-amide 75×3,0 2,7 90 

Tabulka 6: Popis jednotlivých analytických kolon použitých při vývoji separačních metod 

a
 Merck (Darmstadt, Německo) 

b
 Phenomenex (Torrance, USA) 

c 
Supelco (Bellefonte, USA)
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Součásti systému  
Prominence Nexera 

Technické specifikace 

řídící software LC Solution Lab Solution 

komunikační modul CBM-20AC CBM-20A 

autosampler SIL/20AC SIL/30AC 

pracovní teplota (° C) 4–40 4–35 

max počet vzorků 10+70 (1,5 ml vialky) 

Rack changer/C (max počet vzorků) (96 x 12) 1152 (MTP) 

dávkované objemy (µl) 1–100 µL 1–50 µL 

opakovatelnost nástřiku (RSD)  < 0,3% (10 µL) < 0,25% (50 µL) 

správnost nástřiku ±1% (50 µL, n=10) ±1% (50 µL, n=10) 

max pracovní tlak 20 MPa (2 900 PSI) 130 MPa (18 850 PSI) 

vysokotlaké čerpadlo (pumpa) LC–20AB LC–30AD 

průtok (ml/min)  0,0001–10 0,0001–5 

správnost průtoku ± 1% (0,01–2 ml/min) ± 1% 

přesnost průtoku ± 0,3% (0,05–5 ml/min) < 0,06% 

přesnost mísení (2 rozpouštědla) ± 0,5% (0,05–2 mL/min) ±0,5 % 

degasér DGU–20A5 DGU–20A5 

kolonový termostat CTO–20 A CTO–20 AC 

pracovní teplota ( C) lab. teplota -10 °C až +85 °C 

detektor DAD (SPD–M20A) UV/VIS (SPD–20A) 

rozsah (nm) 190–800 (512 diod) 190–700 (duální mód) 

pracovní teplota (° C) 9–50 9–50 

šum (AU) ± 0,3×10
–3

 ± 0,25×10
–5

 

optická dráha (mm) 10 10 

objem cely (µl) 10 12 

Tabulka 7: Technické specifikace chromatografických systémů (zpracováno podle technickách listů, 

Shimadzu) 
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5.2 Laboratorní vybavení pro přípravu vzorků 

Vybavení, které bylo použito při přípravě vzorků extrakcí z kapaliny do kapaliny (LLE) nebo na pevnou fázi (SPE) viz Tabulka 8.  

Vybavení Název Výrobce 

orbitální třepačka LabDancer V IKA (Staufen, Německo) 

horizonální laboratorní třepačka LT1 Kavalier (Votice, Česká republika) 

termoblok Transsonic Ultrasonic Cleaning Units TP 680 DP Elma (Singen, Německo) 

termostat Stericell BMT (Brno, Česká republika) 

centrifuga Centrifuge 5810-R Eppendorf (Prague, Česká republika) 

rotor Swing-bucket Rotor A–4–62 Eppendorf (Prague, Česká republika) 

laboratorní vakuová odparka Concentrator 5301 Eppendorf (Hamburg, Německo) 

pH metr Argus χ Sentron (Roden, Nizozemí) 

elektroda ISFET Sentron (Roden, Nizozemí) 

manifold Visiprep™ SPE Vacuum Manifold DL (12-port model) Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

vakuová pumpa VACC-SPACE 50 Chromservis (Praha, Česká republika) 

analytické váhy Sartorius ME5-0CE Sartorius AG (Goettingen, Německo) 

Tabulka 8: Přesné názvy a výrobce laboratorního vybavení 
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6 Experimentální část I - Stanovení vitamínů A, E 

a D v lidském séru 

Hlavní důraz byl kladen na stanovení vitamínu D a jeho aktivních metabolitů 25(OH)D a 

1,25(OH)2D. Stanovení vitamínů A, E a D z jednoho vzorku odebraného materiálu rozšiřuje 

možnosti klinického posouzení stavu pacienta a zároveň snižuje zátěž, kterou odběr krve pro 

některé pacienty bezesporu je. Samozřejmostí je také zmenšení nákladů potřebných pro 

jednotlivé stanovení.  

Postup stanovení koncentrace zkoumaných látek v biologickém materiálu závisí na fyzikálně 

chemických vlastnostech analyzovaných látek a složitosti matrice. Cílem této práce bylo 

vyvinout a validovat chromatografickou metodu, která by umožnila stanovení všech 

vybraných vitamínů (A, E, D a metabolity vitamínu D), a extrakční postup vhodný pro 

zvolenou detekci.  

6.1 Chromatografická separace vitamínů  

Stanovované vitamíny 1,25(OH)2D3, 25(OH)D3, D2, D3, retinol a α-tokoferol mají velmi 

rozdílnou lipofilitu. Jejich lipofilita vyjádřená logP se pohybuje mezi 5,63–10,96 (viz Tabulka 

2), důsledkem této diskrepance je nutnost rychlé změny eluční síly případně velké zvýšení 

rychlosti mobilní fáze, aby bylo dosaženo přijatelných elučních časů všech analytů. Na 

druhou stranu vitamery D2, D3 a jejich metabolity se od sebe liší pouze přítomností dvojné 

vazby a dalšího uhlíku na postranním řetězci (D2), proto jejich oddělení vyžaduje velkou 

separační účinnost zvoleného systému.  

6.1.1 Separace na monolitních kolonách  

Cílem tohoto experimentu bylo navrhnout separaci, která by maximálně využívala výhodných 

vlastností monolitních kolon: 1) Zachování separační účinnosti i při velkých průtocích 

mobilní fáze. 2) Nízký zpětný tlak, který umožňuje prodloužení kolony pro lepší rozlišení 

píků bez tlakových omezení. 3) Extrémně rychlá re-ekvilibrace systému po změně průtoku i 

složení mobilní fáze.  
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6.1.1.1 Standardy, chemikálie, příprava roztoků 

Stanovované vitamíny (název) Výrobce 

1,25-dihydroxycholecalciferol Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

25-hydroxycholecalciferol Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

Ergocalciferol Fluka (Praha, Česká republika) 

Cholecalciferol Fluka (Praha, Česká republika) 

Retinol, ≥97,0% (HPLC) Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

(±)-α-Tocopherol synthetic, ≥96% (HPLC)  Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

rac- Tocol 50 mg/ml Matreya (Pleasant Gap., USA) 

  

mobilní fáze   

Methanol - gradient HPLC grade Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Acetonitrile gradient grade Merck (Darmstadt, Německo) 

2-Propanol gradient HPLC Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

deionizovaná voda 
Ultrapure water system, Goro (Praha, 

Česká republika)
a
 

Zásobní roztoky cholekalciferolu a ergokalciferolu byly připraveny rozpuštěním přesného 

množství naváženého standardu v odměrné baňce methanolem o výsledné koncentraci 2 

mmol/l. Zásobní roztok 1,25(OH)2D3 a 25(OH)D3 byly připraveny stejným způsobem o 

koncentracích 4,80 μmol/l a 49,91 μmol/l.  

Zásobní roztoky retinolu a α-tokoferolu byly připraveny o výsledné koncentraci 2 mmol/l. Pro 

rozpouštění α-tokoferolu byl jako primární rozpouštědlo použit n-hexan. Následná ředění 

kalibračních a pracovních roztoků požadovaných koncentrací byla provedena methanolem. 

Roztok tokolu o deklarované koncentraci 50 mg/ml byl zředěn n-hexanem na zásobní roztok 

o koncentraci 1 mmol/l. Tokol byl použit jako vnitřní standard.  

6.1.1.2 Vývoj metody 

Na vývoji metody se podílela Alena Vlčková během vypracování své diplomové (Vývoj 

HPLC metody stanovení vitamínu D v biologickém materiálu – 2008) a rigorózní práce 

(HPLC metoda pro současné stanovení liposolubilních vitamínů A, D ,E – 2009).  
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Byly testovány tři kolony: 1) Chromolith Performance (100×4,6 mm), 2) SpeedRod (50×4,6 

mm) a 3) Onyx (100×4,6 mm). Všechny tři kolony měly stejnou fázi i porozitu. Přesný popis 

kolon viz Tabulka 6. Účinnost separace byla hodnocena na základě porovnání naměřených 

retenčních časů (tR), teoretických pater (N), výškového ekvivalentu teoretického patra (HETP) 

a rozlišení (Rs).  

Krátká kolona SpeedRod a kolona Onyx při optimalizovaném průtoku sice separovaly píky 

vitamínu D3 a D2 s podobným rozlišením jako kolona Chromolith Performance, ale počet 

teoretických pater metabolitů vitamínu D nesplňoval požadavky FDA.  

Právě tyto metabolity se v lidském séru vyskytují v koncentracích 10
–9

 (kalcidiol) a 10
–12

 

(kalcitriol) mol/l. Proto byl při vývoji chromatografické metody s ohledem na použití 

stanovovaných vitamínů v séru kladen důraz na účinnost separace a limity detekce a 

kvantifikace těchto metabolitů. Pro zvýšení účinnosti separace byly použity dvě kolony 

(Chromolith Performance a SpeedRod) sériově zapojené.  

Kalcidiol, kalcitriol a retinol mají logP v rozmezí 5,63 až 7,08 na rozdíl od molekul vitamínu 

D3, D2 a α-tokoferolu jejichž lipofilita vyjádřená logP odpovídá hodnotám mezi 9,09 a 10,96. 

Změny eluční síly mobilní fáze lze dosáhnout postupným nebo stupňovitým (skokovým) 

gradientem. Protože monolitní kolony umožňují velmi razantní změnu při zachování 

separační účinnosti kolony, byla zvolena metoda skokového gradientu.  

6.1.1.3 Výsledky 

Popis chromatografické metody  

Pro separaci byly použity dvě sériově zapojené monolitní kolony Chromolith Performance 

RP-18e, 100 × 4,6 mm a SpeedRod RP-18e, 50 × 4,6 mm, celková délka kolony byla 

150 mm. Skokový gradient byl použit pro změnu složení i průtoku mobilní fáze, změna byla 

provedena ve třetí minutě separace. Celková doba analýzy byla 6,5 minuty (včetně ekvilibrace 

kolony). Nástřik vzorku na kolonu byl 20 μl. Přesný popis chromatografických podmínek viz 

Obrázek 11. 
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Obrázek 11: Popis chromatografických podmínek separace  

 

Chromatogram 1: Chromatogram separovaných analytů (1 – 1,25(OH)D3 0,80 µmol/l, 2 – 25(OH)D3 0,83 

µmol/l, 3 – retinol 0,83 µmol/l, 4 – tokol 20 µmol/l, 5 – vitamín D2 4,17 µmol/l, 6 – vitamín D3 4,17 µmol/l, 

7 – α-tokoferol 16,67 µmol/l) 

Separace vitamínů a tokolu jako vnitřního standardu je zobrazeno na záznamu Chromatogram 

1. Mezi třetím a čtvrtým píkem je ve třetí minutě analýzy vidět odezva při přepnutí na mobilní 
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fázi B a změna průtoku na 3,5 ml/min. K ustálení základní linie došlo během půl minuty, což 

je dostatečné pro separaci píku č. 4. Druhé přepnutí mobilní fáze nastává po skončení 

separace. Další analýza v sérii začíná přepnutím mobilní fáze A a snížením průtoku na 3,0 

ml/min, protože je v této části separace nižší průtok, odezva skokové změny proběhne během 

jedné minuty. Přesto je před prvním píkem stanovovaného analytu základní linie rovná.  

Validace metody 

Metoda byla validována podle požadavků FDA [150]. Účinnost separace systému byla 

hodnocena na základě následujících parametrů: kapacitní faktor (k´>2), počet teoretických 

pater (N>2 000), výškový ekvivalent teoretického patra (HETP), faktor symetrie (T≤2) a 

rozlišení (Rs>2). Parametry, které nesplňují stanovené požadavky, jsou v tabulce Tabulka 9: 

označeny přeškrtnutím. V tabulce nejsou uvedeny hodnoty testu vhodnosti systému pro analyt 

1,25(OH)2D3, přestože separace byla dostatečná (k´=3,19). Na základě vypočítaných limitů 

detekce a kvantifikace (viz. Tabulka 10) je zcela jasné, že koncentrace vitamínu přítomné 

v lidském séru touto metodou nelze stanovit. Proto pro tento analyt nebyly hodnoceny další 

validační parametry.  

  k´ N H (µm) T Rs 

25(OH)D3 5,61 3 187 47 1,13 4,03 

retinol 7,29 2 544 58 1,12 2,34 

tokol 12,90 20 888 7 1,04  

ergokalciferol 15,23 9 723 15 1,13 3,071 

cholekalciferol 15,90 7 908 19 1,29 0,84 

α-tokoferol 18,39 6 492 23 1,27 2,394 
Tabulka 9: Test způsobilosti systému

k´ = (tR-t0) / t0 

N = 5,545*(tR / W0,5) 
2
 

H = L/N 

T = W0,01/2F 

Rs = 2*(tRi - tRj)/(Wi - Wj) 

 
 

Parametr rozlišení (Rs) je v tabulce počítán vždy pro pík, který je eluován před konkrétním 

analytem (tabulka je uspořádána podle vzrůstajících retenčních časů analytů). Pro tokol 

nebylo Rs počítáno, protože mezi píkem vnitřního standardu a předcházejícím píkem retinolu 

dochází ke skokovému přepnutí mobilní fáze i změně průtoku. Nedostatečné rozlišení mezi 

vitamery ergokalciferolem a cholekalciferolem (Rs=0,84) není pro stanovení vitamínů v séru 

problémem. Tyto vitamery se v reálném vzorku společně v podstatě nemohou vyskytnout, 
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protože ergokalciferol je přijímán z potravy v minimálním množství a pokud je pacient 

suplementován, tak vždy pouze jedním z vitamerů případně už konkrétním 

hydroxymetabolitem.  

Další validační parametry: opakovatelnost nástřiku (≤ 2% pro retenční čas i plochu píku), 

linearita vyjádřená rovnicí přímky, koeficientem regrese a rozsahem, a limity detekce a 

kvantifikace shrnuje Tabulka 9.  
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  Opakovatelnost  Linearita Limity  

 jednotky tR RSD % A RSD % rovnice přímky r
2
 rozsah LOD LOQ 

1,25(OH)2D3 nmol/l      132,9 265,7 

25(OH)D3 nmol/l 1,32 1,72 y = 0,0089 x - 0,0120 0,99982 50 - 1 500  42,50 85,00 

retinol µmol/l 1,31 1,87 y = 25,1745 x - 0,2571 0,99279 0,25 - 10 0,05 0,11 

tokol (IS)  0,20 1,35      

D2 nmol/l 0,20 1,33 y = 6,1648 x - 0,0432 0,99976 500 - 50 000 11,33 22,66 

D3 nmol/l 0,19 1,51 y = 7,6854 x - 0,0563 0,99847 500 - 50 000 10,59 21,19 

α-tokoferol µmol/l 0,16 1,46 y = 1,1631 x - 0,0082 0,99979 1,0 - 50  1,55 3,10 
Tabulka 10: Validační parametry 
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6.1.2 Separace na kolonách s pevným jádrem a porézním 

povrchem  

Další možností, jak zvýšit separační účinnost chromatografického systému, je volba kolony 

s technologií částic s pevným jádrem a porézním povrchem. Tyto částice umožňují dosahovat 

vysokých separačních účinností při tvorbě nízkého zpětného tlaku kolony. Další výhodou je 

výrazné snížení spotřeby mobilní fáze.  

Cílem tohoto pokusu bylo vyvinout separační metodu vhodnou pro komplexní stanovení 

vitamínu D, retinolu a α-tokoferolu. Vitamínem D se v tomto případě myslí jeho aktivní 

metabolit 1,25(OH)2D3 a oba dva vitamery prvního metabolitu (25(OH)D2 a 25(OH)D3). 

Důraz byl kladen především na vyvinutí a validaci takové metody, která by byla dostatečně 

citlivá pro stanovení prvního metabolitu vitamínu D (25(OH)D) a umožnila rozlišit jeho dva 

vitamery (25(OH)D2 a 25(OH)D3) pro klinické využití. Mezi zásadní kritéria posuzování 

vhodnosti metody patřila také rychlost separace s ohledem na plánované využití metody pro 

velké série vzorků a samozřejmě i spotřeba organické mobilní fáze. 

 

6.1.2.1 Standardy, chemikálie, příprava roztoků 

Stanovované vitamíny (název) Výrobce 

1α,25-Dihydroxyvitamin D3, ≥99% (HPLC) Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

25-Hydroxyvitamin D2, ≥98% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

25-Hydroxycholecalciferol, ≥98% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

Cholecalciferol, ≥98% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

Ergocalciferol, ≥98%
a
 (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

Retinol, ≥97% (HPLC) Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

(±)-α-Tocopherol synthetic, ≥96% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

rac-Tocol 50 mg/ml Matreya (Pleasant Gap., USA) 
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Mobilní fáze  

Acetonitrile gradient grade Merck (Darmstadt, Německo) 

2-Propanol gradient HPLC Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Methanol - gradient HPLC grade Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Deionizovaná voda Goro (Praha, Česká republika)
b 

a
 součet všech enantiomerů 

b
 deionizovaná voda byla připravována metodou reverzní osmózy a filtrace (Ultrapure water system, Goro, Praha 

Česká republika) přímo v laboratoři 

 

Zásobní roztoky metabolitů vitamínu D (25(OH)D2 a 25(OH)D3) byly připraveny 

kvantitativním rozpuštěním 1 mg standardu v methanolu. Výsledné koncentrace roztoků byly 

242,34 μmol/l a 249,56 μmol/l.  

Zásobní roztoky retinolu a α-tokoferolu byly připraveny o výsledné koncentraci 2 mmol/l. Pro 

rozpouštění α-tokoferolu byl jako primární rozpouštědlo použit n-hexan. Následná ředění 

kalibračních a pracovních roztoků požadovaných koncentrací byla provedena methanolem.  

Kalibrační roztoky byly připraveny ředěním základní směsi stanovovaných vitamínů. 

Jednotlivé koncentrace byly pro retinol 38,00 μmol/l, pro 25(OH)D2 2,42 μmol/l a pro 

25(OH)D3 2,50 μmol/l. Tato směs byla ředěna 1/1, 1/3, 1/5, 1/7, 1/9, 1/20, a 1/25 (v/v) 

methanolem. Každá kalibrační hladina obsahovala 15 mmol/l interního standardu (tokolu). 
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6.1.2.3 Vývoj metody 

Vývoj separační metody probíhal na chromatografickém systému Nexera Shimadzu (Kyoto, 

Japan), podrobnosti o sestavě viz Tabulka 7:. 

V první fázi testování byly ověřeny výhody kolon plněných částicemi s pevným jádrem 

v porovnání s plně porézními částicemi. Zároveň byl sledován vliv modifikace stacionární 

fáze vloženou amidovou skupinou. Toto porovnání bylo provedeno na kolonách Ascentis, 

které délkou odpovídaly kolonám monolitním, na kterých byla vyvinuta první metoda 

separace vitamínů (viz kapitola 6.1.1.3). 1) Kolona plněná plně porézními částicemi měla 

stacionární fázi C18 modifikovanou vloženou amidovou skupinou (Ascentis RP-amide, 

150×2,1 mm, 3,0µm ) a 2) kolona plněná částicemi s pevným jádrem a porózním povrchem 

(Ascentis Express C-18, 150×3,0 mm, 2,7µm). 

Kolona plněná částicemi s pevným jádrem vykazovala téměř poloviční zpětný tlak i retenční 

časy obou hlavních koeluujících píků (25(OH)D3 a 25(OH)D2) oproti koloně s plně porózními 

částicemi (Graf 1). 

Difuzní vrstva plně porézní částice (velikost částice 3 μm) je 1,5 μm, u částice s pevným 

jádrem (částice 2,7 μm) je 0,5 μm. Zkrácení difuzní cesty analytu má za následek významné 

zkrácení retenčních časů, ale separační účinnost kolony je zachována. Výsledky porovnání 

separačních účinností testovaných kolon na základě hodnot kapacitních faktorů pro 25(OH)D3 

a 25(OH)D2, faktoru selektivity a rozlišení viz Tabulka 11.  
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Graf 1: Porovnání plně porézních částic a částic s pevným jádrem na základě zpětného tlaku kolony a 

retenčních časů analytů 

 

 % 25(OH)D3  25(OH)D2   

Částice ACN T
 

k'
 

N
 

 T
 

k'
 

N
  α

 
R

 

s jádrem 

100 -- 1,71 2 455  -- 1,88 2 270  1,10 0,00 

90 1,27 1,70 4 037  1,22 2,60 4 789  1,21 1,00 

80 1,17 3,73 8 385  1,13 4,65 10 132  1,25 1,70 

            

plně porézní 

100 1,09 2,49 1 855  1,09 2,49 1 855  1,00 0,00 

90 1,20 3,13 4 512  1,15 3,58 4 943  1,14 0,80 

80 1,11 5,66 6 971  1,09 6,79 7 594  1,20 1,30 

75 1,05 9,97 8 559  1,30 12,10 9 202  1,21 1,90 
Tabulka 11: Test způsobilosti porovnávaných kolon (kapacitní faktor, faktor selektivity a rozlišení 

hlavních koeluujících píků splňující požadavky k´≥2, α≥1 a R≥1,5 jsou vyznačeny tučně)

T = faktor symetrie  

k´ = kapacitní faktor 

N = počet teoretických pater 

α = faktor selektivity (separační faktor) 

R = rozlišení
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Na základě těchto výsledků byly pro další testování zvoleny kolony s pevným jádrem a 

modifikovanou stacionární fázi Ascentis Express RP-Amide 100×3,0 a 75×3,0 mm. Pro 

finální optimalizaci separace byla zvolena kratší kolona Ascentis Express RP-Amide 

75×3,0 mm, která vykazovala dostatečnou separační účinnost pro stanovení ve velmi krátkém 

čase.  

V další fázi vývoje metody byly porovnány eluční síly mobilních fází acetonitril/voda 

(ACN/voda) a methanol/voda (MeOH/voda) Eluční síla směsi mobilní fáze ACN/voda byla 

významně větší než směsi methanol/voda. Při stejném objemovém % organické složky (75 %) 

byl rozdíl v retenčních časech téměř 10 minut při dostatečném rozlišení pro 3 koeluující 

vitamíny – 25(OH)D2, 25(OH)D3 a retinol. Výsledky tohoto pokusu znázorňuje graf závislosti 

retenčního času na % organické složky mobilní fáze pro methanol a acetonitril (Graf 2). Pro 

výslednou metodu byla zvolena gradientová eluce směsi ACN/voda. 

 

Graf 2: Retenční graf závislosti na % organické složky mobilní fáze 
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V dalším kroku byl testován vliv pH vodné složky mobilní fáze na účinnost separace. Jako 

limitující kritérium byly zvoleny hodnoty kapacitních faktorů a rozlišení dvou vitamerů 

25(OH)D, protože jejich dostatečná separace byla pro vyvíjenou metodu zásadní. Vliv pH byl 

testován v rozsahu 3–7. Separace čtyř vitamínů (25(OH)D2, 25(OH)D3, retinolu a α-

tokoferolu byla významněji ovlivněna pouze při pH=4. Došlo ke zlepšení rozlišení mezi píky 

vitamerů 25(OH)D o 2%, ke zlepšení o 5% došlo také u počtu teoretických pater a HETP. 

Naopak tvar píků byl při tomto pH ovlivněn negativně, chvostování píků vyjádřené hodnotou 

tailing faktoru (T) se zhoršilo o 12 % u píku 25(OH)D2. Plocha a výška píku retinolu byly 

sníženy o 7 %, stejně parametry pro pík α-tokoferolu poklesly dokonce o 36%. Proto byla pro 

další optimalizace používána deionizovaná voda o pH 5–6.  

6.1.2.4 Výsledky 

Popis chromatografické metody 

Separace probíhala na chromatografické sestavě Nexera Shimadzu (Kyoto, Japan) 

podrobnosti o sestavě viz Tabulka 7: s analytickou kolonou Ascentis Express RP-Amide 

75×3,0 mm. Kolonový termostat byl nastaven na 30 °C a teplota v cele detektoru na 35 °C. 

Stanovované vitamíny byly detekovány při vlnových délkách: 25(OH)D3 a 25(OH)D2 

(kalcidiol) –265 nm, α-tokoferol a tokol (vnitřní standard) – 295 nm a retinol – 325 nm. 

Celková doba analýzy byla 9,0 minut včetně ekvilibrace kolony. Nástřik na kolonu byl 5 μl. 

Optimalizovaná metoda má gradient mobilní fáze i průtokový gradient. Průběh metody 

(gradienty) znázorňuje Graf 3. Záznam separace standardů viz Chromatogram 2. 
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Graf 3: Popis gradientu MF a průtokového gradientu 

 

 

Chromatogram 2: Separace standardů (1 – retinol 0,63 µmol/l, 2 – 25(OH)D3 41,9 nmol/l, 3 – 25(OH)D2 

41,5 nmol/l, 4 – tokol 15 µmol/l, 5 – α-tokoferol 10,3 µmol/l) 
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Validace 

Metoda byla validována podle požadavků FDA [150]. Účinnost separace systému byla 

hodnocena na základě následujících parametrů: kapacitní faktor (k´>2), počet teoretických 

pater (N>2 000), výškový ekvivalent teoretického patra (HETP), faktor symetrie (T≤2). 

Rozlišení (Rs≥2,0). Výsledky testu způsobilosti systému viz Tabulka 12.  

Analyt  k´ N H (µm) T Rs 

retinol 3,94 2 818 27 1,08  

25(OH)D3 3,59 2 620 29 1,01  

25(OH)D2 4,71 2 410 31 1,10 2,7 

tokol 12,37 52 403 1,4 1,10  

α-tokoferol 13,58 50 591 1,4 1,07 13,6 
Tabulka 12: Test způsobilosti systému 

k´ = (tR-t0)/t0  

N = 5,545*(tR/W0,5) 
2
 

H = L/N 

T = W0,01/2F 

Rs = 2*(tRi - tRj)/(Wi - Wj) 

 

 

Rozlišení mezi retinolem a 25(OH)D3 nebylo počítáno, protože detekce probíhá na rozdílných 

vlnových délkách (325 a 265 nm). Další validační parametry opakovatelnost nástřiku (≤ 2% 

pro retenční čas i plochu píku, n=6), linearita vyjádřená rovnicí přímky, koeficientem regrese 

a rozsahem a limity detekce a kvantifikace jsou zpracovány viz Tabulka 13.  

Robustnost metody byla testována při změně teploty kolony ± 5 C od nastavené teploty a při 

změně průtoku mobilní fáze ± 10 a 15% nastaveného průtoku. Výsledky hodnocené podle 

požadavků [151] (faktor symetrie musí být ≤ 1,5 a rozlišení u píků, které mají největší 

koeluci, musí být ≥ 1,5). Výsledky měření shrnuje Tabulka 14.  
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  Opakovatelnost Linearita Limity 

  jednotky tR RSD % A RSD % rovnice přímky r
2
 Rozsah LOD LOQ 

25(OH)D3 nmol/l 0,07 1,19 y = 1770,42 x - 3,34984 0,9995 12,8–166,7 1,60 5,32 

25(OH)D2 nmol/l 0,14 1,17 y = 1779,93 x + 24,0668 0,9998 12,8–166,7 2,71 9,37 

retinol µmol/l 0,02 0,80 y = 1,13029 x - 0,140164 0,9997 0,05–2,53 0,001 0,005 

tokol (IS) plocha 0,08 0,29      

α-tokoferol µmol/l 0,01 0,52 y = 38,8999 x + 0,442027 0,9997 0,79–40 0,026 0,087 
Tabulka 13: Validační parametry separační metody (kolona Ascentis Express RP-Amide 75×3,0 mm, částice 2,7μm) 

 

Teplota kolony 

(°C) 
25(OH)D3 25(OH)D2 

 
 

tR T k' N HETP  tR T k' N HETP  RS 

25 4,14 1,07 4,64 2 047 37  5,58 1,02 6,60 1 152 65  1,7 

30 3,46 1,09 3,71 2 234 34  4,36 1,10 4,95 1 619 46  1,5 

35 2,88 1,12 2,99 2 461 30  3,46 1,11 3,79 2 161 35  1,1 

              

Průtok MF 

(ml/min)      

 

     

 

 

0,375 5,33 1,15 6,67 1 206 62  4,92 1,04 9,83 1 420 53  2,0 

0,45 3,96 1,10 3,93 2 054 37  3,66 1,12 5,45 1 169 64  1,5 

0,50 3,46 1,09 3,71 2 234 34  3,23 1,10 4,95 1 619 46  1,5 

0,55 3,01 1,10 3,46 2 540 30  2,81 1,09 4,45 2 139 35  1,2 

0,625 2,58 1,09 3,26 2 612 29  2,42 1,07 4,10 2 457 31  1,2 
Tabulka 14: Robustnost – změna průtoku mobilní fáze (hodnocené parametry T ≤ 1,5 a Rs ≥ 1,5, které odpovídají požadavkům, jsou v tabulce zvýrazněny) 
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6.2 Příprava vzorku před chromatografickou separací 

Neupravené vzorky obsahující biologickou matrici (sérum, plazma, moč, plná krev, …) jsou 

většinou nevhodné pro přímou chromatografickou analýzu. Příprava vzorku před samotnou 

analýzou většinou odstraňuje ze vzorku matrici, která je nekompatibilní s chromatografickým 

systémem. Dalším důvodem pro předúpravu vzorku je přítomnost interferujících látek, které 

ruší samotné stanovení. V neposlední řadě je potřeba zakoncentrovat stanovované látky pro 

dostatečnou citlivost metody.  

Cílem těchto pokusů bylo porovnat výhody tradiční přípravy vzorku (LLE) a modernějšího 

postupu extrakce na pevnou fázi (SPE). Na základě tohoto porovnání zvolit optimální postup 

přípravy vzorku pro stanovení vitamínu D a ostatních liposolubilních vitamínů (A a E) v séru.  

6.2.1 Extrakce na pevnou fázi (SPE) 

Jako první byla testována extrakce na pevnou fázi. Při postupu byla zdůrazněna nižší spotřeba 

organických rozpouštědel oproti LLE. Velkou výhodou tohoto zpracování vzorku je rychlejší 

odstranění interferujících látek a větší čistota extraktu, která umožňuje stanovit látky o velmi 

nízkých koncentracích. 

6.2.1.1 Standardy, chemikálie, příprava roztoků 

Stanovované vitamíny (název) Výrobce 

1,25-dihydroxycholecalciferol Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

25-hydroxycholecalciferol Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

Ergocalciferol Fluka (Praha, Česká republika) 

Cholecalciferol Fluka (Praha, Česká republika) 

Retinol, ≥97,0% (HPLC) Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

(±)-α-Tocopherol synthetic, ≥96% (HP LC)  Calbiochem (Darmstadt, Německo) 

rac- Tocol 50 mg/ml Matreya (Pleasant Gap., USA) 
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Chemikálie použité při přípravě vzorku  

Ethanol absolute Merck (Darmstadt, Německo) 

Acetonitrile gradient grade Merck (Darmstadt, Německo) 

n-Hexane 96 % multisolvent HPLC grade ACS 

UV-VIS 
Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

2-Propanol gradient HPLC Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

n-Hexane 96 % multisolvent HPLC grade ACS 

UV-VIS 
Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Methanol - gradient HPLC grade Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Deionizovaná voda Goro (Praha, Česká republika)
b 

 

Zásobní roztoky cholekalciferolu a ergokalciferolu byly připraveny rozpuštěním přesného 

množství naváženého standardu v odměrné baňce methanolem o výsledné koncentraci 2 

mmol/l. Zásobní roztok 1,25(OH)2D3 a 25(OH)D3 byly připraveny stejným způsobem o 

koncentracích 4,80 μmol/l a 49,91 μmol/l.  

Zásobní roztoky retinolu a α-tokoferolu byly připraveny o výsledné koncentraci 2 mmol/l. Pro 

rozpouštění α-tokoferolu byl jako primární rozpouštědlo použit n-hexan. Následná ředění 

kalibračních a pracovních roztoků požadovaných koncentrací byla provedena methanolem. 

Roztok tokolu o deklarované koncentraci 50 mg/ml byl zředěn n-hexanem na zásobní roztok o 

koncentraci 1 mmol/l. Tokol byl použit jako vnitřní standard.  

6.2.1.2 Výsledky 

Vývoj metody 

Na vývoji metody se podílela Šárka Horčičková, podrobně je vývoj extrakční metody popsán 

v její diplomové práci „Aplikace SPE a technologie monolitních kolon v HPLC analýze 

biologicky aktivních látek“ (2009). Byly testovány SPE kolonky s různým sorbentem, 

optimalizována deproteinace séra, promývací a eluční kroky postupu.   
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Pro extrakci byly vybrány SPE kolonky - Speed C18/18 500 mg/3 ml. 250 μl séra bylo 

smíseno s 1000 μl ethanolu, který obsahoval vnitřní standard. Deproteinace séra probíhala 10 

minut v lednici (4 °C). Dále byla směs centrifugována při 4000×g 15 minut opět při 4°C. Před 

aplikací supernatantu odděleného centrifugací od sraženiny byly SPE kolonky aktivovány. 

Aktivace sorbentu byla provedena 1 ml methanolu a kondicionace 1 ml redestilované vody. 

Na takto připravený sorbent byl aplikován vzorek – celý objem supernatantu. Po navázání 

extrahovaných analytů na sorbent byly vymyty nežádoucí látky aplikací 1 ml směsi vody (pH 

7,5) a methanolu (95/5, v/v). SPE kolonka byla před elucí vysušena proudem dusíku z důvodu 

snížení množství vodných roztoků v následně získaném eluátu. Stanovované vitamíny byly 

eluovány 1,5 ml methanolu a následně 2 ml n-hexanu. Získaný eluát byl vysušen při 45 °C ve 

vakuové odparce (odpařování trvalo cca 2 hodiny).  

Metoda byla dále optimalizována v rámci diplomové práce Bc. Lenky Nápravníkové 

„Porovnání extrakčních postupů ze séra pro HPLC stanovení liposolubilních vitamínů“ 

(2011). Pro dosažení lepších výsledků výtěžnosti extrakce vitamínů byly testovány změny 

v podmínkách deproteinace séra (množství vzorku, vliv teploty, různá deproteinační činidla a 

také čas deproteinace), postupu eluce (dávkování vzorku a elučních rozpouštědel na SPE 

kolonku) a vliv centrifugace na čistotu extraktu. 

Významné zlepšení účinnosti eluce změnou elučního činidla (n-hexan/2-propanol v poměru 

1/1, v/v) bylo prokázáno na standardech vitamínů. Výtěžnost eluce byla pro 25(OH)D3 

112 %, ergokalciferol 89 %, cholekalciferol 86 %, retinol 95 %. Pouze pro α-tokoferol byla 

výtěžnost nižší než v původně vypracovaném postupu 68 %. Dále byl optimalizován postup 

deproteinace. Změna deproteinačního činidla (DČ) a snížení teploty pro lepší uvolnění 

analytů z matrice sice zvýšily výtěžnost procesu, ale účinnost nebyla dostatečná, proto jsme 

v optimalizaci postupu dále nepokračovali. Zkušenosti získané v průběhu optimalizace 

deproteinačního postupu byly dále využity pro vývoj extrakčního postupu z kapaliny do 

kapaliny (LLE), který by měl snížit ztráty vitamínů, které v tomto kroku zůstávají 

pravděpodobně v peletce sraženiny po deproteinaci séra. Zatímco deproteinované sérum je při 

LLE v kontaktu s extrakčním činidlem (EČ) během celého procesu a může snadněji dojít k 

přechodu vitamínů do EČ.  
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Popis validované extrakční metody 

250 μl séra bylo smíseno s 1000 μl ethanolu, deproteinace probíhala 10 minut při 4°C. Po 

centrifugaci (4000× g, 15 minut, 4°C) byl supernatant aplikovanán na aktivovanou a 

kondiciovanou SPE kolonku (1 ml methanolu, 1 ml redestilované vody). Sorbent byl promyt 

1 ml směsi vody (pH 7,5) a methanolu (95/5, v/v). SPE kolonka byla před elucí vysušena 

proudem dusíku. Stanovované vitamíny byly eluovány 1,5 ml methanolu a následně 2 ml n-

hexanu. Získaný eluát byl vysušen při 45 °C ve vakuové odparce při 45 °C.  

Validace 

Extrahované vitamíny byly stanoveny HPLC metodou popsanou v kapitole 6.1.1. Odparek 

získaný po extrakci byl rozpuštěn v 50 l methanolu, přepipetován do mikrotitrační destičky a 

bylo provedeno HPLC stanovení vitamínů. Celková doba preanalytické fáze byla asi 140 

minut. Zakoncentrování vzorku před samotným měřením bylo nutné z důvodu velmi nízké 

koncentrace 25(OH)D3. V případě stanovení kontrolního séra Level I (deklarované hodnoty 

87,6±17,4 nmol/l), byly koncentrace tohoto vitamínu velmi blízko limitu kvantifikace (85 

nmol/l) použité chromatografické metody. 

Pravdivost (dříve správnost) extrakčního postupu byla ověřena různým způsobem pro 

jednotlivé analyty. Pro 25(OH)D3 bylo použito kontrolní séru na dvou koncentračních 

hladinách 25-OH-Vitamin D3/D2 Serum Controls Chromsystems (Mnichov, Německo). 

Deklarované hodnoty 25(OH)D3 byly pro Level I: 87,6±17,4 nmol/l, pro Level II: 185 ±37 

nmol/l. Každá hladina byla zpracována 3×, výsledné hodnoty výtěžnosti a bias jsou 

vypočítány jako průměry obou měřených hladin. Pro vitamíny ergokalciferol a cholekalciferol 

neexistovalo kontrolní sérum, proto byla pravdivost ověřena spikováním séra (sérum bylo 

zpracováno 6×). Správnost (výtěžnost) extrakce vitamínů A a E byla vztahována k LLE 

používané ve Výzkumné laboratoři rutinně [152]. Také v tomto pokusu byla séra zpracována 

postupem SPE 6×.  

Preciznost (dříve přesnost) extrakčního postupu byla hodnocena jako % relativní směrodatné 

odchylky opakovatelnosti. Extrakce byla provedena 10×. Výsledky pravdivosti a preciznosti 

extrakčního postupu shrnuje Tabulka 15.  
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  % RSD výtěžnost % bias  

25(OH)D3 7,79 69  -42 nmol/l 

retinol 7,96 92  -0,1 µmol/l 

ergokalciferol 4,17 67  -1,75 µmol/l 

cholekalciferol 4,11 67  -1,30 µmol/l 

α-tokoferol 6,93 73  -5,7 µmol/l 
Tabulka 15: Pravdivost a preciznost SPE metody 

 

Preciznost extrakční metody splňuje požadavky FDA [150], všechny hodnoty % RSD jsou 

menší než maximální povolená nepreciznost 15%. Výtěžnost extrakce byla splněna pouze pro 

retinol, ostatní analyty byly extrahovány s výtěžností menší než 75 %.  

6.2.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) 

Tato metoda extrakce je sice mnohem starší oproti SPE, ale protože nevyžaduje téměř žádné 

přístrojové vybavení (pouze laboratorní třepačku) a samotné oddělení analytů a nečistot 

neprobíhá na speciálních kolonkách, ale pouze na fázovém rozhraní dvou nemísitelných 

kapalin, byla LLE zkoušena jako dostupnější alternativa pro zpracování vzorků. 

Cílem tohoto pokusu bylo vyvinout a validovat extrakční metodu, která by byla jednodušší a 

časově méně náročná než dříve vyvinutá SPE metoda. A využít informací získaných při 

optimalizaci deproteinace séra pro SPE postup, které zlepšily uvolnění stanovovaných analytů 

z vazeb na proteinové nosiče, pro zlepšení výtěžnosti extrakce.  
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6.2.2.2 Standardy, chemikálie, příprava roztoků 

Stanovované vitamíny (název) Výrobce 

25-Hydroxyvitamin D2, ≥98,0% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

25-Hydroxycholecalciferol, ≥98% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

 Cholecalciferol, ≥98% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

Ergocalciferol, ≥98,0%
a
 (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

Retinol, ≥97,0% (HPLC) Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

(±)-α-Tocopherol synthetic, ≥96% (HPLC)  Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

rac-Tocol 50 mg/ml Matreya (Pleasant Gap., USA) 

  

Chemikálie použité při přípravě vzorku  

2-Propanol gradient HPLC Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Acetonitril gradient grade Merck (Darmstadt, Německo) 

Deionizovaná voda Goro (Praha, Česká republika)
b
 

Ethanol absolute Merck (Darmstadt, Německo) 

Kyselina chlorovodíková 35% p.a. Penta (Praha, Česká republika) 

Methanol gradient HPLC grade Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

n-Hexan 96 % multisolvent HPLC grade  Scharlau Chemie (Sentmenat, Španělsko) 

Titriplex II (EDTA, kyselina 

ethylendiamintetraoctová) 
Merck (Darmstadt, Německo) 

 

Zásobní roztoky metabolitů vitamínu D (25(OH)D2 a 25(OH)D3) byly připraveny 

kvantitativním rozpuštěním 1 mg standardu v methanolu. Výsledné koncentrace roztoků byly 

242,34 μmol/l a 249,56 μmol/l. Zásobní roztoky retinolu a DL-α-tokoferolu byly připraveny o 

výsledné koncentraci 2 mmol/l. Pro rozpouštění α-tokoferolu byl jako primární rozpouštědlo 

použit n-hexan. Následná ředění kalibračních a pracovních roztoků požadovaných koncentrací 

byla provedena methanolem. 
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Pracovní roztoky kyseliny askorbové (0,1 mol/l), kyseliny trichloroctové 0,01 mol/l a EDTA 

2 % byly připraveny rozpuštěním přesně naváženého množství substance v deionizované 

vodě.  

Pro validaci extrakčního postupu bylo použito kontrolní sérum na dvou koncentračních 

hladinách 25-OH-Vitamin D3/D2 Serum Controls Chromsystems (Mnichov, Německo).  

6.2.2.3 Výsledky 

Vývoj metody 

První část vývoje této metody probíhala v rámci diplomové práce Bc. Lenky Nápravníkové 

„Porovnání extrakčních postupů ze séra pro HPLC stanovení liposolubilních vitamínů“ 

(2011). Závěrečná optimalizace metody probíhala po odevzdání této diplomové práce.  

Na základě zkušeností z vývoje SPE metody byl testován vliv objemu deproteinačního činidla 

a jeho složení. Opět bylo potvrzeno, že menší objem zvyšuje výtěžnost extrakce (jako 

optimální se ukázal poměr DČ/vzorek (1/1, v/v). Nejlepších výtěžností, obdobně jako u SPE 

metody, bylo dosaženo při použití směsi ethanolu a acetonitrilu 1/1 (v/v). Dále byl testován 

vliv okyselení extrakční směsi. Přídavek kyseliny trichloroctové (200 μl; 0,01 mol/l) po 

deproteinaci významně zvýšil výtěžnost extrakce na 87-95% pro 25(OH)D3, cholekalciferol, 

ergokalciferol i pro vnitřní standard. Stanovení retinolu a α-tokoferolu bylo ovlivněno 

nečistotami přítomnými v extraktu. V některých vzorcích se nacházely nečistoty, které 

ovlivňovaly také stanovení 25(OH)D3. Čistota extraktu nebyla ovlivněna ani změnou 

organických rozpouštědel použitých jako extrakční činidlo. Jako nejvhodnější se ukázala směs 

n-hexanu a 2-propanolu (96/4, v/v). Vitamíny během těchto pokusů byly stanovovány HPLC 

metodou popsanou v kapitole 6.1.1. Pro další pokusy byla vyvinuta nová HPLC metoda na 

koloně s pevným jádrem a porézním povrchem, popsaná v kapitole 6.1.2.  

Pro zlepšení uvolnění analytů z proteinových nosičů byl testován vliv EDTA. Sérum bylo 

před deproteinací naředěno roztokem EDTA. Zvýšení výtěžnosti extrakce bylo zcela zřejmé 

pro všechny vitamíny. 
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Popis extrakční metody 

Deproteinační a extrakční činidlo bylo připraveno smícháním odpovídajících objemových dílů 

rozpouštědel. Deproteinační činidlo (DČ): ethanol/acetonitril (1/1). K takto připravenému DČ 

byl přidán vnitřní standard (tokol) o výsledné koncentraci 5 μmol/l. Extrakční činidlo bylo 

připraveno smícháním n-hexanu/2-propanolu v poměru (94/6). 

500 µl séra bylo v Eppendorf zkumavce naředěno 2 % roztokem EDTA v poměru (1/1, v/v). 

Naředěné sérum bylo napipetováno do extrakční zkumavky s 500 µl DČ. Směs byla 

promíchána (vortex 10 s) a deproteinace probíhala 10 minut při –28 °. Po deproteinaci bylo do 

extrakční zkumavky přidáno 200 µl kyseliny trichloroctové a 2 ml extrakčního činidla, směs 

byla 5 minut vytřepávána. Poté byla směs centrifugována (3220 × g, 10 minut, 4 °C). 

Z oddělené organické fáze bylo odebráno 1,5 ml do Eppendorf zkumavky, tento objem byl 

odpařen ve vakuové odparce během 12 minut při 45 °C.  

Získaný odparek byl rozpuštěn v 50 µl methanolu a přepipetován do mikrotitrační destičky 

pro HPLC stanovení (analyty jsou ve vzorku zkoncentrovány 7,5×). Vitamíny byly v takto 

zpracovaných vzorcích stanoveny chromatografickou metodou popsanou v kapitole 6.1.2. 

Chromatografický záznam séra je zobrazen viz Chromatogram 3. 

 

Chromatogram 3: Záznam séra zpracovaného extrakcí z kapaliny do kapaliny (retinol c=1,37 µmol/l, 

25(OH)D3 c=240 nmol/l, 25(OH)D2 c=217 nmol/l, tokol (vnitřní standard), α-tokoferol c=15,54 µmol/l) 

Datafile Name:03_08_11 recovery_11.lcd
Sample Name:03_08_11
Sample ID:serum SPK 2
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Nečistoty, které ve vzorku zůstaly po extrakci, mají sice velkou odezvu v detektoru, protože 

jejich koncentrace byla 7,5× zvětšena zakoncentrováním vzorku, ale jsou eluovány 

v dostatečném čase před stanovovanými analyty. Zakoncentrování vzorku umožňuje 

stanovení obou vitamerů 25(OH)D. 

Validace 

Výtěžnost extrakce byla pro jednotlivé analyty: 25(OH)D3 – 102 %, 25(OH)D2 – 109 %, 

retinol – 104 % a pro vnitřní standard (tokol) 98 %. α-Tokoferol nelze v takto 

zakoncentrovaných vzorcích stanovit. Jeho nedostatečná rozpustnost v methanolu 

neumožňuje převést všechen α-tokoferol z odparku do 50 μl methanolu. Protože vyvíjená 

metoda měla být primárně zaměřená na stanovení vitamínu D, nebyl α-tokoferol dále 

stanovován.  

Dále byla ověřena opakovatelnost extrakce vždy na dvou koncentračních hladinách 

stanovovaného analytu (n=6). Sérum, které neobsahovalo žádný vitamín D, bylo obohaceno 

standardy 25(OH)D3 a 25(OH)D2 a vyšší koncentrací retinolu než bylo ve vzorku zjištěno. 

Metoda byla validována podle požadavků FDA [150]. Relativní směrodatná odchylka šesti 

měření nesmí být vyšší než 15%. Výsledky viz Tabulka 16. Tento požadavek splňují všechny 

stanovované analyty. Procenta RSD se na koncentračních hladinách 30 nmol/l u vitamínů 

25(OH)D3 a 25(OH)D2 blíží k požadovaným 15%, důvodem je nízká koncentrace blízká 

limitům kvantifikace metody. 

Analyt Jednotky Koncentrace  % RSD 

25(OH)D3 nmol/l 
30 11 

291 3 

25(OH)D2 nmol/l 
30 13 

262 5 

tokol  plocha pod píkem 1 236 9 

retinol μmol/l 
1,80 5 

4,06 4 
Tabulka 16: Opakovatelnost extrakce 
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Aplikace metody 

Tato extrakční metoda byla použita při vyšetření hladin vitamínů 25(OH)D3, 25(OH)D2 a 

retinolu u čtyř dobrovolníků: 1) Muž 28 let – stanovení bylo provedeno v době léčby únavové 

zlomeniny v měsíci červnu. 2) Žena 25 let - odběr v letním období. 3) Žena 28 let – odběr 

v letním období. 4) Žena 56 let – odběr v zimním období. Vitamíny byly stanoveny 

chromatografickou metodou na analytické koloně s částicemi s pevným jádrem popsanou 

v kapitole 6.1.2.  

Dobrovolníkům byla odebrána srážlivá krev a separované sérum bylo zamraženo v Eppendorf 

zkumavkách –28 °C až do zpracování. Stanovení byla provedena u každého pacienta dvakrát. 

Výsledky naměřených hodnot jsou uspořádány v Tabulka 17. 

Dobrovolník 

25(OH)D3  25(OH)D2  Retinol  

(nmol/l) (nmol/l) (μmol/l) 

1 < LOQ < LOQ 2,01±0,01 

2 51±16 < LOQ 1,64±0,73 

3 < LOQ < LOQ 1,00±0,02 

4 < LOQ < LOQ 1,24±0,03 
Tabulka 17: Koncentrace vitamínů stanovovaných u dobrovolníků 

Pouze dobrovolník č. 2 byly v séru nalezeny stanovitelné koncentrace 25(OH)D3. U žádného 

z dobrovolníků nebyl stanoven metabolit 25(OH)D2, metabolit vitameru ergokalciferolu bývá 

v séru stanoven pouze v případě jeho suplementace. V potravě je běžně přijímáno pouze 

minimální množství ergokalciferolu, proto se jeho první metabolit v séru téměř nevyskytuje. 

Koncentrace retinolu se pohybovaly mezi hodnotami 1,00–2,01 ěmol/l což odpovídá 

fyziologickým hodnotám. 

Dobrovolníkovi č. 1 byla po námahové zlomenině a prokázané insuficienci vitamínu D 

doporučena suplementace volně dostupným přípravkem Osteocare (jedna tableta obsahuje 2,5 

μg cholekalciferolu). Přípravek byl podáván v průběhu jednoho měsíce 1 tableta/denně. Po 

měsíčním užívání přípravku nebyl zaznamenán nárůst koncentrace 25(OH)D3.  

Dobrovolníkovi č. 3 s prokázanou insuficiencí vitamínu D byl podáván přípravek Vigantol 

(10 kapek obsahuje 167 μg cholekalciferolu). Bylo podáváno 10 kapek/denně v průběhu 14 

dní.  
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Kontrolní odběry krve byly plánované od začátku suplementace (den nula) vždy s odstupem 2 

dní. Bohužel odběry 12. a 15. den nebyly uskutečněny, po ukončení suplementace byl 

proveden odběr 17. den. Koncentrace stanovovaných vitamínů je zaznamenána v grafu Graf 

4.  

 

Graf 4: Koncentrace stanovovaných vitamínů a v závislosti na dnech suplementace Vigantolem  

Plánované odběry krve jsou znázorněny na časové ose ×.  

Hodnocení deficitních stavů vitamínu D podle IOM: 

deficit - do50 nmol/l 

nedostatek – do 72,5 nmo/l  

 

Koncentrace 25(OH)D2 nebyla léčbou změněna, hodnoty byly menší než limit kvantifikace. 

Průměrná koncentrace retinolu byla 1,01 µmol/l s maximální odchylkou 1,6% šestý den 

měření. Tato odchylka je vzhledem k možné chybě měření a biologické variabilitě 

zanedbatelná. Koncentrace 25(OH)D3 vzrostla už po 3 dnech suplementace z hodnot 

definovaných jako deficit na hodnoty spadající do kategorie nedostatečnost.  
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6.3 Závěr 

V průběhu vývoje vhodné chromatografické metody pro stanovení vitamínů A, E a D 

v lidském séru byly testovány různé druhy stacionárních fází pro zvýšení selektivity separace. 

Byla vyvinuta metoda s použitím dvou sériově zapojených monolitních kolon Chromolith 

Performance RP-18e, 100×4,6 mm a SpeedRod RP-18e, 50×4,6 mm. Extrémně rychlá změna 

složení i průtoku mobilní fáze byla zajištěna skokovým gradientem. Tímto postupem byla 

maximálně využita velmi rychlá ekvilibrace monolitních kolon a celková doba analýzy mohla 

být zkrácena na pouhých 6,5 minuty při separaci šesti analytů (1,25(OH)2D3, 25(OH)D3 

retinolu, cholekalciferolu, ergokalciferol, α-tokoferolu) a vnitřního standardu. Separace 

metabolitu 1,25(OH)2D3 byla sice dostatečná, ale limity detekce a kvantifikace (133 a 267 

nmol/l) při 265 nm nebyly dostatečné pro stanovení reálných koncentrací v séru pacientů. 

Opakovatelnost plochy píků se pohybovala v rozmezích 1,33–1,87 % RSD. Opakovatelnost 

retenčních časů byla odlišná při průtoku mobilní fáze A a mobilní fáze B. Analyty separované 

v přítomnosti mobilní fáze A (průtok kolonou 3,0 ml/min) měly opakovatelnost retenčních 

časů znatelně vyšší (1,31–1,32 % RSD) oproti analytům, které byly separovány v druhé části 

chromatogramu (0,16–0,20 % RSD). Při menším průtoku kolonou pravděpodobně nebylo 

dosaženo úplné ekvilibrace kolony, zatímco vyšší průtok při změně mobilní fáze A na B 

umožnil rychlejší nasycení stacionární fáze. Hlavním negativem je velká spotřeba 

rozpouštědel použitých jako mobilní fáze. Důvodem jsou použité velké průtoky mobilní fáze 

analytickou kolonou. Z toho vyplývá samozřejmě vyšší cena jedné analýzy oproti metodám, 

které používají stacionární fáze optimalizované pro menší průtoky. Také množství vzniklého 

organického odpadu je vyšší. Přesto výhody monolitních kolon byly v této metodě plně 

využity a ani extrémní změny podmínek neměly negativní vliv na kvalitu separace a 

selektivitu.  

Dále byly testovány kolony s částicemi s pevným jádrem jako vhodná alternativa pro zlepšení 

separace s použitím menších průtoků mobilní fáze. Pro finální optimalizaci separace byla 

zvolena kolona Ascentis Express RP-Amide 75×3,0 mm, která vykazovala dostatečnou 

separační účinnost pro stanovení ve velmi krátkém čase. Důraz byl kladen na separaci 

vitamerů kalcidiolu (25(OH)D2 a 25(OH)D3), které jsou pro klinické hodnocení stavu 

vitamínu D vhodnější než stanovení kalcitriolu (1,25(OH)D). Také dostupnost vitameru D2 

byla v době vývoje této metody lepší než během vývoje předcházející separační metody. 
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Amidová skupina vložená do 18 uhlíkatého řetězce stacionární fáze zlepšila selektivitu 

analytické kolony. Gradientovou elucí bylo dosaženo separace interferujícího retinolu od 

kalcidiolu během 5 minut. Separace byla optimalizována pro stanovení vitamínů po LLE (viz 

kapitola 6.2.2.3). Nečistoty, které jsou v extraktu po LLE 7,5× zakoncentrovány, byly 

eluovány dříve než vitamíny a stanovení neruší. Zrychlením průtoku zároveň se změnou 

mobilní fáze na 100% acetonitril, bylo dosaženo eluce lipofilnějšího α-tokoferolu a tokolu, 

který byl v metodě použit jako vnitřní standard. Celá separace včetně ekvilibrace kolony 

trvala 8,5 minuty. Záznam stanovení vitamínů v séru po LLE viz Chromatogram 3.  

Vyvinuté postupy úpravy vzorku (SPE a LLE) byly porovnány na základě přítomnosti 

interferujících látek a výtěžnosti a preciznosti postupu. Vzorky zpracované SPE postupem 

obsahovaly podle očekávání méně interferujících látek. Preciznost metody splňovala 

požadavky FDA [150], relativní směrodatná odchylka pro všechny stanovované vitamíny byla 

<8 %. Velkým nedostatkem byla malá výtěžnost postupu pro vitamín D (25(OH)D3 69 %, 

ergokalciferol a cholekalciferol 67 %) a α-tokoferol 73 %. Vitamíny pravděpodobně nejsou 

dostatečně uvolněny z bílkovin. Při centrifugaci deproteinovaného vzorku se vytváří peletka, 

ve které pravděpodobně zůstávají analyty, pouze supernatant je nanášen na SPE kolonku. 

Zatímco deproteinované sérum je při LLE v kontaktu s extrakčním činidlem (EČ) během 

celého procesu a může snadněji dojít k přechodu vitamínů do EČ. Uvolnění analytů ze vzorku 

usnadnění jejich přechodu do EČ bylo podpořeno naředěním vzorku roztokem EDTA a 

přídavkem kyseliny trichloroctové. Výtěžnost extrakce se pro jednotlivé analyty pohybovala 

v rozmezí 98–109 %. Nečistoty, které ve vzorku zůstaly po extrakci, měly sice velkou odezvu 

v detektoru, protože jejich koncentrace byla 7,5× zvětšena zakoncentrováním vzorku, ale byly 

od stanovovaných analytů separovány gradientovou elucí viz kapitola 6.1.2. Zakoncentrování 

vzorku umožňuje stanovení obou vitamerů 25(OH)D. α-Tokoferol naopak nelze v takto 

zakoncentrovaných vzorcích stanovit. Jeho nedostatečná rozpustnost neumožňuje převést 

všechen α-tokoferol z odparku do 50 μl methanolu. Protože vyvíjená metoda měla být 

primárně zaměřená na stanovení vitamínu D, nebyl α-tokoferol dále stanovován. 

Opakovatelnost této extrakční metody splňuje požadavky FDA [150].  

Optimalizovaný postup přípravy vzorku (LLE – viz kapitola 6.2.2.3) a chromatografické 

stanovení analytů gradientovou elucí s UV detekcí (viz kapitola 6.1.2) byly aplikovány na 

vzorky 4 dobrovolníků. Pouze v jednom případě byla koncentrace 25(OH)D3 větší než limit 
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kvantifikace. Vitamer 25(OH)D2 nebyl stanoven v žádném vzorku. Po suplementaci 

Vigantolem (167 μg cholekalciferolu denně) pacienta s prokázanou insuficiencí vitamínu D 

byly 3. den stanoveny koncentrace 25(OH)D3 hodnocené jako nedostatek a 9. den už byly 

stanovené hodnoty hodnocené jako normální (dostatečné).  
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7 Experimentální část II – Stanovení retinolu a 

α-tokoferolu v mateřském mléce 

Kvantifikací retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce může být posouzen příjem těchto 

vitamínů dítětem. Stanovované vitamíny jsou pro vývoj novorozenců a obzvláště předčasně 

narozených dětí zcela zásadní a v případě plného kojení je mateřské mléko jejich jediným 

zdrojem. Cílem této práce bylo vyvinout vhodný postup úpravy vzorku a extrakční metodu a 

celý postup přípravy vzorku před chromatografickým stanovením validovat. 

7.1 Použité chemikálie a příprava roztoků 

Stanovované vitamíny (název) Výrobce 

Retinol, ≥97,0% (HPLC) 
Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

republika) 

(±)-α-Tocopherol synthetic, ≥96 % (HPLC)  
Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

republika) 

  

chemikálie použité při přípravě vzorku  

Titriplex II (EDTA, kyselina 

ethylendiamintetraoctová) 
Merck (Darmstadt, Německo) 

Hydroxid draselný – peletky, pure Ph. Eur., NF 
AppliChem GmbH (Darmstadt, 

Německo)  

Kyselina L-askorbová purris p.a. 
Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

republika) 

Kyselina chlorovodíková 35 % p.a Penta (Praha, Česká republika) 

Ethanol absolute Merck (Darmstadt, Německo) 

Methanol – gradient HPLC grade 
Scharlau Chemie (Sentmenat, 

Španělsko) 

Acetonitril – gradient grade Merck (Darmstadt, Německo) 

n-hexan 96 % – multisolvent HPLC grade  
Scharlau Chemie (Sentmenat, 

Španělsko) 

Deionizovaná voda 
Ultrapure water system, Goro (Praha, 

Česká republika)
a
 

a
 deionizovaná voda byla připravována přímo v laboratoři metodou reverzní osmózy a filtrace  
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Zásobní roztok retinolu byl připraven rozpuštěním přesného množství naváženého standardu 

v odměrné baňce methanolem o výsledné koncentraci 2 mmol/l. Tento roztok byl dále ředěn 

methanolem na kalibrační a pracovní roztoky potřebných koncentrací. Zásobní roztok α-

tokoferolu byl připraven stejným způsobem, pouze jako rozpouštědlo byl použit n-hexan. 

Následná ředění kalibračních a pracovních roztoků byla provedena methanolem.  

Pracovní roztoky KOH 5, 10, 15 mol/l, kyseliny askorbové (0,1 mol/l) byly připraveny 

rozpuštěním přesně naváženého množství substance v deionizované vodě. HCl 1 mol/l byla 

připravena ředěním koncentrované 35% kyseliny deionizovanou vodou. pH vodných 

pracovních roztoků bylo adjustováno přidáním 1 mol/l HCl, změna pH v průběhu adjustace 

byla sledována pH metrem. 

7.2 Chromatografická metoda 

Separace analytů probíhala na HPLC sestavě Prominence (specifikace systému viz Tabulka 

7:) s monolitní kolonou Chromolith Performance RP-18e, 100mm×4,6mm. Nástřik byl 20 µl 

methanolového roztoku odparku po LLE. Mobilní fází byl 100 % methanol o průtoku 2,5 

ml/min. Stanovované vitamíny byly detekovány při 325 nm (retinol) a 295 nm (α-tokoferol). 

Limity detekce a kvantifikace byly 0,13 a 0,27 µmol/l pro retinol a 0,09 a 0,19 µmol/l pro α-

tokoferol. 

Tato metoda již byla optimalizována Výzkumnou laboratoří Kliniky gerontologické a 

metabolické ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové pro stanovení vitamínů A a E v lidském 

séru [153]. Vhodnost metody pro stanovení vitamínů v mateřském mléce byla ověřena. 
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7.4 Vývoj postupu pro přípravu vzorku  

Výchozí postup, který byl následně optimalizován, vycházel z informací získaných 

z literatury [133-136]. Doporučované postupy byly hodnoceny s cílem vyvinout jednoduchou 

a časově nenáročnou přípravu vzorku s ohledem na množství vzorků, pro jejichž přípravu 

měla být vyvinutá a validovaná metoda použita.  

V této fázi byl zvažován objem vzorku, který bude možné použít, aniž by byla omezena 

výživa novorozence. 1 ml homogenizovaného mateřského mléka byl zvolen jako dostatečný 

objem pro analýzu. Vzorek by měl být odebrán z 5–20 ml odstříkaného mateřského mléka za 

stálého míchání při teplotě 37 °C. 

7.4.1 Optimalizace deproteinace 

Výtěžnost procesu extrakce závisí mimo jiné na uvolnění analytů z proteinových nosičů a 

lipidových struktur vzorku. Pouze uvolněné analyty mohou být za vhodných podmínek 

extrahovány.  

Byl testován vliv poměru deproteinačního činidla a vzorku v reakční směsi. Deproteinace 

probíhala lépe v případě přidání vzorku do deproteinačního činidla (DČ). Na základě 

předběžných testů byl zvolen poměr 4/1 (v/v) při objemu vzorku 0,5 ml. 

Pro optimální efekt uvolnění analytů z proteinových nosičů byly jako DČ testovány různé 

chemikálie. Deproteinační efekt – uvolnění analytů z proteinových nosičů – byl hodnocen na 

základě stanovených koncentrací vitamínů po extrakci. 

7.4.1.1 Pracovní postup 

500 µl homogenizovaného mateřského mléka bylo deproteinováno v poměru 1:4 (v/v). 

Vzorek byl pipetován do DČ a směs důkladně promíchána. Deproteinace probíhala 10 minut 

za laboratorní teploty. Jako DČ byl testován ethanol, methanol a acetonitril.  

Do extrakční směsi byl přidán 1 ml kyseliny askorbové (0,1 mol/l), 1 ml KOH (10 mol/l). 

Saponifikace probíhala 30 minut při teplotě 80 °C. Extrakce byla provedena 2 ml n-hexanu. n-
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Hexan byl po extrakci odebrán a odpařen a odparek poté rozpuštěn v 500 µl methanolu. 

Vitamíny byly stanoveny chromatografickou metodou popsanou v kapitole 7.2.  

7.4.1.2 Výsledky pokusu  

Stanovené koncentrace vitamínů (n=3) při použití třech různých deproteinačních viz Tabulka 

18. Stanovené koncentrace po deproteinaci acetonitrilem byly pro oba vitamíny významně 

nižší, proto bylo toto DČ vyhodnoceno jako nevhodné. Koncentrace α-tokoferolu při 

deproteinaci alkoholickými DČ se významně nelišila. Naopak naměřené koncentrace retinolu 

byly významně vyšší při použití ethanolu, který byl proto zvolen jako vhodné deproteinační 

činidlo. 

DČ 
Retinol 

c±SD (μmol/l) 

α-Tokoferol 

c±SD  (μmol/l) 

Acetonitril 0,87±0,17 12,46±0,45 

Methanol 1,77±0,13 22,67±1,03 

Ethanol 2,33±0,12 21.45±0,42 
Tabulka 18: Výběr deproteinačního činidla 

7.4.2 Optimalizace saponifikačního procesu 

Pro odstranění lipidů ze vzorku byl zvolen hydroxid draselný. Pro optimalizaci 

saponifikačního procesu byly testovány různé podmínky: koncentrace KOH (5, 10 a 15mol/l), 

objem KOH (1, 1,5 a 2 ml), délka saponifikace a vliv kyseliny askorbové na oxidaci 

stanovovaných vitamínů.  

Pokud byla kyselina askorbová přítomna v saponifikační směsi, byly naměřené koncentrace 

stanovovaných vitamínů vyšší. Kyselina byla do směsi přidána před hydroxidem, přídavek 

kyseliny po hydroxidu případně po saponifikaci nezvýšila měřené koncentrace vitamínů. 

Optimální podmínky saponifikace byly zvoleny na základě porovnání opakovatelnosti 

procesu (% RSD).  
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7.4.2.1 Pracovní postup 

500 µl homogenizovaného mateřského mléka bylo deproteinováno 2 ml ethanolu. Vzorek byl 

pipetován do DČ a směs byla důkladně promíchána. Po 10 minutách byl ke směsi přidán 1 ml 

kyseliny askorbové 0,1 mol/l. 

Koncentrace KOH optimální pro odstranění všech tuků ze vzorku byla testována při 

koncentracích 5, 10 a 15 mol/l . Pro tento pokus byl zvolen objem hydroxidu 1 ml. 

Pro ověření dostatečného objemu hydroxidu pro saponifikaci, byl k deproteinované směsi 

přidán postupně zvyšující se objem 10 mol/l KOH. Byly použity objemy 1, 1,5 a 2 ml KOH. 

Bylo zjištěno, že objem 1 ml je dostatečný. 

Dále byla testována délka saponifikace 30, 40 a 50 minut a porovnán způsob ohřevu vzorku. 

Pro udržení teploty 80 °C po celou dobu saponifikace byl otestován termoblok s otvory pro 

zkumavky, vodní lázeň a termostat. Tyto podmínky byly testovány při saponifikaci 1 ml KOH 

10 mol/l. Po saponifikaci byly vitamíny ze směsi extrahovány 2 ml hexanu, a stanoveny 

chromatografickou metodou viz. 7.2.  

7.4.2.2 Výsledky pokusu  

Optimální koncentrace hydroxidu byla vybrána na základě opakovatelnosti vyjádřené jako 

% RSD pro 6 měřených vzorků (výsledky viz Tabulka 19).  

Relativní směrodatné odchylky vypočítané pro koncentrace retinolu byly vyšší při použití 

hydroxidu o koncentracích 5 a 15 mol/l oproti hodnotám získaným pro koncentraci 10 mol/l. 

Naopak naměřené hodnoty α-tokoferolu vykazovaly nejvyšší % RSD při koncentraci 

10 mol/l, přesto byly při všech hodnotách hydroxidu % RSD nižší nebo stejné jako pro 

retinol. Jako optimální byla zvolena koncentrace hydroxidu 10 mol/l na základě hodnot 

% RSD při koncentracích retinolu 0,50–0,58 mol/l, RSD 7,94 % a α-tokoferolu 6,11–

7,16 mol/l, RSD 7,93 %.  
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 KOH (mol/l) 5  10  15  

Retinol 
c (μmol/l) 0,40 0,54 0,41 

% RSD 10,48 7,94 18,06 

α-Tokoferol 
c (μmol/l) 7,34 6,64 6,95 

% RSD 1,42 7,93 4,81 
Tabulka 19: Výběr optimální koncentrace KOH 

 

Protože po přidání větších objemů hydroxidu (1,5 a 2 ml) nebyly naměřené koncentrace 

stanovovaných vitamínů vyšší, byl objem 1 ml zvolen jako dostatečný.  

Při porovnávání možností způsobu ohřevu zkumavky se vzorkem v průběhu saponifikace byly 

získány nejlepší výsledky v termostatu, který udržoval konstantní teplotu v celém prostoru, 

kde byly vzorky umístěny a kde byly zároveň chráněny před světlem. 

Prodlužování saponifikace na 40 a 50 minut nemělo za následek statisticky významné změny 

v koncentracích stanovovaných vitamínů, proto byl zvolen nejkratší testovaný čas (30 minut), 

který odpovídá podmínkám pro saponifikaci doporučovaným AOAC [135, 136].  

7.4.3 Optimalizace LLE 

7.4.3.1 Pracovní postup 

Po ochlazení saponifikované směsi (1 ml KOH, 10 mol/l) na laboratorní teplotu byly vitamíny 

extrahovány do 2 ml n-hexanu v průběhu 5 minut intenzivního vytřepávání. Organická a 

vodná vrstva byly odděleny centrifugací (10 minut, 3220× g, 4 °C). 1,5 ml organické vrstvy 

bylo odebráno a odpařeno. Odparek byl rozpuštěn v 375 μl methanolu.  

Pro zvýšení výtěžnosti extrakce byl testován čas potřebný k přechodu vitamínů mezi vodnou a 

organickou fází. Čas třepání extrakční zkumavky byl zvýšen na 10 a 15 minut. Dále byl 

testován přídavek 1 ml vody k extrakčnímu činidlu a následně také vliv pH přidané vody. pH 

vody bylo v tomto pokuse upraveno přídavkem HCl 0,1 mol/l a KOH 0,1 mol/l. 
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7.4.3.2 Výsledky pokusu 

Prodloužení extrakčního času nemělo za následek statisticky významné zvýšení měřených 

koncentrací vitamínů, proto byl jako dostatečný čas zvolen 5 minut, aby celková doba 

přípravy vzorku byla co nejkratší.  

Výtěžnost extrakce byla zvýšena přidáním 1 ml vody k extrakčnímu činidlu, koncentrace 

retinolu vzrostla oproti extrakci bez přídavku vody o 48 %, koncentrace α-tokoferolu o 43 %. 

Opakovatelnost extrakce se přídavkem vody významně zlepšila. Opakovatelnost vyjádřena 

jako % RSD tří měření byla statisticky významně nižší po přídavku 1 ml vody do extrakční 

směsi, pokles u hodnot retinolu byl z 15 % na 7 % a u α-tokoferolu z 5 % na 1 % RSD.  

Při testování vlivu pH vody přidané k extrakčnímu činidlu, byly naměřené hodnoty pro pH 

jiné než 5,2 u retinolu téměř o 20 % a u α-tokoferolu o 10 % nižší. 

7.5 Optimalizovaný postup přípravy vzorku: 

500 µl homogenizovaného mateřského mléka bylo napipetováno do 2 ml ethanolu, směs byla 

důkladně promíchána a deproteinace probíhala 10 minut za laboratorní teploty. Do směsi byl 

přidán 1 ml kyseliny askorbové (0,1 mol/l) a 1 ml KOH (10 mol/l), saponifikace probíhala 30 

minut při teplotě 80 °C v termostatu. Po ochlazení vzorku na laboratorní teplotu byl do 

zkumavky přidán 1 ml deionizované vody o pH 5,2 a extrakce byla provedena 2 ml n-hexanu 

při 5 minutovém třepání. Poté byla zkumavka se vzorkem centrifugována (10 minut, 3 220x g, 

4°C). 1,5 ml organické vrstvy bylo odebráno a odpařeno. Odparek byl rozpuštěn v 375 μl 

methanolu. Vitamíny byly stanoveny chromatografickou metodou popsanou v kapitole 7.2.  

7.5.1 Validace extrakčního postupu 

Všechny výsledky validace shrnuje Tabulka 20. Validace extrakčního postupu byla provedena 

podle doporučení FDA [150]. Výtěžnost extrakce by měla být v rozmezí od 75 % do 125 %, 

preciznost metody vyjádřená % relativní standardní odchylky by neměla přesáhnout 15 %.  
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7.5.1.1 Pravdivost 

Pravdivost (dříve správnost) byla ověřena výpočtem výtěžností extrakčního postupu. Bylo 

analyzováno mateřské mléko obohacené o stanovované vitamíny. Přídavek vitamínů do 

vzorku byl proveden pomocí deproteinačního činidla. Vzorky byly obohaceny retinolem na 

koncentračních hladinách 1, 2,5, a 5 μmol/l a α-tokoferolem na koncentračních hladinách 2,5, 

5, a 10 μmol/l. Každá hladina byla připravena 6×.  

Výtěžnosti validované metody pro všechny hladiny obou vitamínů jsou v rozmezí 82–110 %, 

což splňuje požadavky FDA. Metoda je vhodná pro analýzu lidského mateřského mléka.  

7.5.1.2 Preciznost 

Preciznost (dříve přesnost) během krátkého časového úseku označená jako opakovatelnost 

byla ověřena stanovením 6 vzorků mateřského mléka. Průměrné koncentrace retinolu byly 

1,24±0,04 μmol/l s RSD 3 %, koncentrace α-tokoferolu byly 7,7±0,4 μmol/l a RSD 5 %. 

Mezilehlá preciznost vyjadřuje přesnost metody v delších časových intervalech. V průběhu 

jednoho dne byla stanovena jako % RSD z 6 vzorků extrahovaných s minimálním odstupem 

0,5 hodiny. Mezidenní preciznost byla měřena v průběhu 4 dní. 25 ml pasterizovaného a 

zmraženého lidského mateřského mléka bylo ve vodní lázni ohřáto na 37 °C, celý objem 

mléka byl nepřetržitě míchán a rozdělen do 1,5 ml Eppendorf zkumavek na 24 homogenních 

alikvotů. První den byly vzorky změřeny bez zmražení získaných alikvotů, ostatní vzorky 

byly v průběhu testování uchovávány při –28 °C. Každý den bylo změřeno 6 extrahovaných 

vzorků. Relativní směrodatná odchylka a průměrná koncentrace byly vždy počítány ze všech 

do aktuálního dne změřených vzorků (první den n=6, druhý den n=12, …).  

Preciznost metody pro oba vitamíny je podle požadavků FDA [150] dostatečná. Pro α-

tokoferol jsou hodnoty RSD i během čtyřdenního měření stabilní v rozsahu 6–8 % RSD. Na 

rozdíl od hodnot získaných pro retinol, koncentrace vitamínu E významně klesá a tím se 

zvyšuje relativní směrodatná odchylka.  

Preciznost měření mezi osobami byla ověřena stanovením vitamínů v 15 alikvotech, které 

extrahovali dva pracovníci v průběhu jednoho dne. Preciznost byla vyjádřena jako celková 
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relativní směrodatná odchylka všech třiceti měření. Také tato preciznost splňuje požadavky 

FDA [150]. Hodnoty RSD retinolu byly 10 % a α-tokoferolu 7 %.  

7.5.2 Aplikace metody 

Pro testování hladin vitamínů (retinolu a α-tokoferolu) v mateřském mléce v průběhu laktace 

bylo vybráno 27 žen ve věku 25–33 roků. Ženy byly požádány o dodání čtyř vzorků 

mateřského mléka v množství cca 25 ml, každý vzorek měl být z jiného laktačního období (1–

2, 3–4, 5–6 a 9–12 měsíc po porodu). Statisticky byly hodnoceny pouze vzorky, které byly 

dodány od jedné ženy ve všech zvolených obdobích laktace. Ke statistickému hodnocení byl 

použit software NCSS (Kaysville, USA), konkrétně byl použit neparametrický párový t-test 

(Wilcoxon).  

Vzorky mateřského mléka byly skladovány při –86 °C v injekčních stříkačkách o objemu cca 

25 ml. Maximální doba skladování byla 2 roky. Před extrakcí vitamínů byly vzorky 

ponechány při laboratorní teplotě až do úplného rozmražení. Následně byly za konstantního 

míchání ve vodní lázni při 37 °C homogenizovány a rozděleny do 3 reprezentativních 

analytických vzorků pro požadovaná stanovení. Před samotným zpracováním byly tyto 

vzorky uchovávány při –28 °C maximálně 5 dní. Po extrakci byly vzorky stanoveny HPLC 

metodou. Záznam stanovení retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce čtyři měsíce po 

porodu je zobrazen na chromatogramu Chromatogram 4.  
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  Retinol α-Tokoferol 

Výtěžnost c
a
 (μmol/l ) 1,0 2,5 5,0  2,5  5,0  10,0  

 % 86 82 90 109 95 92 

 % RSD 10 4 7 0.5 2 2 

        

Opakovatelnost c±SD
b
 (μmol/l) 1,24±0,04   7,7±0,4 

 % RSD 3 5 

          

Mezipersonální 

preciznost 
c±SD

c
 (μmol/l) 

0,80±0,08  6,3±0,4 

 % RSD 10 7 

          

mezilehlá preciznost 

(dny 1–4) den 1
f
 2

g
 3

h
 4

i
 1

f
 2

g
 3

h
 4

i
 

 c±SD (μmol/l) 0,78±0,04 0,77±0,07 0,61±0,05 0,61±0,03 6,0±0,4 5,0±0,3 5,2±0,3 5,4±0,5 

 cd 
d
 (μmol/l) --- 0,01 0,17 0,18 --- 0,6 0,7 0,5 

 D 
e
 (%) --- 1,07 21,96 22,60 --- 9,5 11,8 9,0 

 % RSD 5 7 14 14 6 8 8 8 
Tabulka 20: Validace LLE metody pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce 

a
 koncentrace vitamínů použité pro obohacení vzorků mléka (n = 6)  

b
 průměrná koncentrace vitamínů ± směrodatná odchylka (n = 6) 

c
 průměrná koncentrace vitamínů ± směrodatná odchylka (n = 30) 

d
 pokles koncentrace (μmol/l) vztažená k hodnotě naměřené první den 

e
 procentuální pokles koncentrace  

f 
průměrná koncentrace a směrodatná odchylka počítaná ze 6 vzorků  

g 
průměrná koncentrace a směrodatná odchylka počítaná z 12 vzorků  

h
 průměrná koncentrace a směrodatná odchylka počítaná z 18 vzorků 

i
 průměrná koncentrace a směrodatná odchylka počítaná z 24 vzorků 

 



91 

 

 

Chromatogram 4: Chromatogram stanovovaných vitamínů v mateřském mléce 4 měsíce po porodu 

retinol (tR = 0,83 min, c = 1,17 μmol/l) 

α-tokoferol (tR= 1,52 min, c = 21,22 μmol/l) 
a, b 

odezvy nečistot ve vzorku 

 

Při statistickém hodnocení byly porovnávány hladiny stanovovaných vitamínů v různých 

obdobích laktace. Statisticky bylo zpracováno celkem 48 vzorků rozdělených do čtyř 

laktačních období (1–2, 3–4, 5–6 a 9–12 měsíce od porodu), v každém období bylo porovnáno 

12 výsledků změřených vitamínů. Na rozdíl od koncentrací α-tokoferolu hodnoty retinolu 

v průběhu laktace statisticky významně klesají na hladině významnosti 5% mezi obdobími 1–

2 / 5–6 a 1–2 / 9–12 měsíců od porodu. Koncentrace vitamínů a hodnoty statistických 

významností porovnávaných období shrnuje Tabulka 21.  
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Měsíce od 

porodu 
1–2 3–4 5–6 9–12 

Retinol c±SD
a
 

(μmol/l) 
1,55±1,04 1,11±0,87 0,77±0,36 0,60±0,36 

t-test párový (p 
b
) 

 0,432591 0,037633 0,010787 

α-Tokoferol 

c±SD (μmol/l)
 a
 

9,19±3,26 8,72±3,89 8,41±3,54 9,25±3,05 

t-test párový (p 
b
)  0,724082 0,666137 0,504903 

Tabulka 21: Změny koncentrace retinolu a α-tokoferolu v závislosti na měsíci laktace  

a
 koncentrace měřených vitamínů ± směrodatná odchylka (n = 12) 

b 
statistické hodnocení 
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7.7 Závěr 

Příprava vzorku pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce zahrnovala 

deproteinaci, saponifikaci a extrakci. Optimalizovaný postup byl validován podle požadavků 

FDA [150]. Kompletní příprava 10 vzorků před chromatografickým stanovením trvá asi 90 

minut, vyžaduje pouze minimální laboratorní vybavení.  

Validovaná metoda byla použita k extrakci vitamínů ze vzorků mateřského mléka určených 

k testování hladin vitamínů v průběhu laktace. Ze závěrů statistického hodnocení vyplývá, že 

koncentrace retinolu v průběhu laktace statisticky významně klesá na hladině významnosti 

5% mezi obdobími 1–2 / 5–6 a 1–2 / 9–12 měsíců od porodu.  

Extrakční metoda je vhodná pro testování mateřského mléka v mléčné bance, která dodává 

mléko pro novorozence, kteří nemohou být kojeni. Stanovení vitamínů umožní podávat mléko 

s optimálními koncentracemi retinolu a α-tokoferolu podle požadavků konkrétního 

novorozence, případně výživu doplnit vhodnou suplementací. 

Validace metody přípravy vzorku a výsledky statistického hodnocení koncentrací retinolu a α-

tokoferolu v průběhu laktace byly publikovány v roce 2012 v časopise Talanta [154]. 
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8 Seznam použitých zkratek 

AOAC 
Association of Analytical Communities International viz web 

http://www.aoac.org/about/aoac.htm 

CLIA chemiluminescence immunoassay (chemiluminiscenční imunoanalýza) 

CMIA 
chemiluminescent microparticle immunoassay (chemiluminiscenční 

imunoanalýza na mikročásticích) 

CPBA competitive protein binding assay (metoda kompetitivní vazby na protein) 

CRM certifikovaný referenční materiál 

DBP vitamin D-binding protein (protein vázající vitamín D) 

ECLIA 
electrochemiluminescence immunoassay (elektrochemiluminiscenční 

imunoanalýza) 

EHK externí hodnocení kvality 

EQA External Quality Assessment (Externí hodnocení kvality) 

GC gas chromatography (plynová chromatografie) 

HPLC 
high performance liquid chromatography (vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie) 

IFCC International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine  

LC liquid chromatography (kapalinová chromatografie) 

LDL  low density lipoprotein (lipoprotein o nízké hustotě) 

LLE liquid-liquid extraction (extrakce z kapaliny do kapaliny) 

log P rozdělovací koeficient 

NIST National Institute of Standards and Technology 
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PTH parathormon 

RA retinoic acid (kyselina retinová) 

RAR retinoic aid receptor (receptor pro retinovou kyselinu) 

RBP retinol-binding protein (protein vázající retinol ) 

RCF  relative centrifugation force (relativní centrifugační síla) 

RLU relative light units (relativní světelné jednotky) 

RXR retinoid „x“ receptor (retinový receptor) 

SFC supercritical-fluid chromatography (superkritická fluidní chromatografie) 

SFE  supercritical fluid extraction (superkritická fluidní extrakce) 

SPE solid phase extraction (extrakce na pevnou fázi) 

UHPLC 
ultra high performance liquid chromatogramy (ultra účinná kapalinová 

chromatografie) 

VLDL very low density lipoprotein (lipoprotein o velmi nízké hustotě) 

  



96 

 

10 Seznam literatury: 

[1] G.F. Combs, The vitamins : fundamental aspects in nutrition and health, 3rd ed., Elsevier 

Academic Press, Amsterdam ; Boston, 2008. 

[2] D.A. Bender, Nutritional biochemistry of the vitamins, 2nd ed. ed., Cambridge University 

Press, Cambridge, 2003. 

[3] W.P. Herrmann, R. Obeid, Vitamins in the prevention of human diseases, Walter de 

Gruyter, Berlin, 2011. 

[4] D.A. Skoog, Fundamentals of analytical chemistry, 8. ed., Brooks/Cole-Thomson 

Learning, Belmont, 2004. 

[5] H.J. Issaq, A century of separation science, Marcel Dekker, New York, 2002. 

[6] J.M. Miller, Chromatography : concepts and contrasts, 2nd ed., Wiley-Interscience, 

Hoboken, N.J., 2005. 

[7] B. Ravindranath, Principles and practice of chromatography, Ellis Horwood, 1989. 

[8] H. Rotzsche, Stationary phases in gas chromatography, Elsevier, Amsterdam ; Oxford, 

1991. 

[9] M. Caban, P. Stepnowski, M. Kwiatkowski, N. Migowska, J. Kumirska, J. Chromatogr. A, 

1218 (2011) 8110-8122. 

[10] M.R. Meyer, J. Welter, A.A. Weber, H.H. Maurer, Therapeutic Drug Monitoring, 33 

(2011) 649-653. 

[11] F. Bravo, D. Gonzalez, J. Benites, Journal of the Chilean Chemical Society, 56 (2011) 

799-802. 

[12] T. Kumazawa, C. Hasegawa, K. Hara, S. Uchigasaki, X.P. Lee, H. Seno, O. Suzuki, K. 

Sato, J. Sep. Sci., 35 (2012) 726-733. 

[13] J. Martens, Journal of Chromatography B-Biomedical Applications, 673 (1995) 183-188. 

[14] H. Hattori, S. Yamamoto, M. Iwata, E. Takashima, T. Yamada, O. Suzuki, Journal of 

Chromatography-Biomedical Applications, 581 (1992) 213-218. 

[15] J.H. Knox, M. Saleem, Journal of Chromatographic Science, 7 (1969) 614-622. 

[16] D.T.T. Nguyen, D. Guillarme, S. Rudaz, J.L. Veuthey, J. Sep. Sci., 29 (2006) 1836-1848. 

[17] A.D. Jerkovich, J.S. Mellors, J.W. Jorgenson, Lc Gc Europe, 16 (2003) 20-23. 

[18] F. Švec, Chem. listy, (2009) 266-270. 



97 

 

[19] P. Olszowy, M. Szultka, J. Nowaczyk, B. Buszewski, Journal of Chromatography B-

Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 879 (2011) 2542-2548. 

[20] R. Fernandez-Torres, M.O. Consentino, M.A.B. Lopez, M.C. Mochon, Talanta, 81 

(2010) 871-880. 

[21] F. Xuereb, J.B. Gordien, S. Mosnier-Thoumas, R. Legeron, J.M. Bernadou, M.C. Saux, 

D. Breilh, International Journal of Clinical Pharmacy, 33 (2011) 463-464. 

[22] M. Milisci, K. Tantillo, P. Amorusi, S. Tse, A. Int Symp Lab, Robot, Automation of 

extraction procedures for Zaleplon (a sedative/hypnotic agent) and various metabolites in 

biological fluids using the ASTED (automated sequential trace enrichment of dialysates 

sample processor coupled to HPLC, 1997. 

[23] P.A. Baranov, S.A. Appolonova, G.M. Rodchenkov, Drug Testing and Analysis, 2 

(2010) 475-488. 

[24] A.K. Mallik, K. Shingo, U.G. Gautam, T. Sawada, M. Takafuji, H. Ihara, Anal. Bioanal. 

Chem., 397 (2010) 623-629. 

[25] C. Shackleton, J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 121 (2010) 481-490. 

[26] J.E. Celis, R. Bravo, Two-dimensional gel electrophoresis of proteins : methods and 

applications, Academic Press, New York, 1984. 

[27] P. Jones, Gel electrophoresis : nucleic acids, Wiley, Chichester, 1995. 

[28] G.P. Manchenko, Handbook of detection of enzymes on electrophoretic gels, 2nd ed. ed., 

CRC, Boca Raton, Fla. ; London, 2003. 

[29] K. Wilson, J.M. Walker, Principles and techniques of practical biochemistry, 5th ed., 

Cambridge University Press, Cambridge ; New York, 2000. 

[30] N.J.K. Simpson, Solid-phase extraction : principles, techniques, and applications, Marcel 

Dekker, New York, 2000. 

[31] S. Dusilova Sulkova, Vnitr Lek, 57 (2011) 620-625. 

[32] D. Sobotova, A. Zharfbin, M. Neobalkova, J. Svojanovsky, M. Soucek, Vnitr Lek, 53 

(2007) 841-851. 

[33] A.G. Need, H.A. Morris, M. Horowitz, B.E.C. Nordin, American Journal of Clinical 

Nutrition, 58 (1993) 882-885. 

[34] M.F. Holick, N Engl J Med, 357 (2007) 266-281. 

[35] A. Levin, Y.C. Li, Kidney Int, 68 (2005) 1973-1981. 

[36] H. Dobnig, S. Pilz, H. Scharnagl, W. Renner, U. Seelhorst, B. Wellnitz, J. Kinkeldei, 

B.O. Boehm, G. Weihrauch, W. Maerz, Arch Intern Med, 168 (2008) 1340-1349. 



98 

 

[37] E. Giovannucci, Y. Liu, B.W. Hollis, E.B. Rimm, Arch Intern Med, 168 (2008) 1174-

1180. 

[38] C.M. Peregrin, F.L. Rodriguez, M.D.C. Castellano, Med. Clin., 138 (2012) 397-401. 

[39] A. Vaidya, J.P. Forman, Curr. Hypertens. Rep., 14 (2012) 111-119. 

[40] A.G. Pittas, J. Lau, F.B. Hu, B. Dawson-Hughes, J Clin Endocrinol Metab, 92 (2007) 

2017-2029. 

[41] E. Hypponen, E. Laara, A. Reunanen, M.R. Jarvelin, S.M. Virtanen, Lancet, 358 (2001) 

1500-1503. 

[42] B.D. Benoist, J. Martines, T. Goodman, Food Nutr Bull, 22 (2001) 213–245. 

[43] E. Gitto, S. Pellegrino, P. Gitto, I. Barberi, R.J. Reiter, J Pineal Res, 46 (2009) 128-139. 

[44] B.A. Darlow, P.J. Graham, Cochrane Database Syst Rev, (2007) CD000501. 

[45] C.B. Stephensen, Annu Rev Nutr, 21 (2001) 167-192. 

[46] R.D. Semba, Clin Infect Dis, 19 (1994) 489-499. 

[47] S.J. Weinstein, R.Z. Stolzenberg-Solomon, W. Kopp, H. Rager, J. Virtamo, D. Albanes, 

Cancer Res., 72 (2012) 1190-1198. 

[48] S. Tretli, G.G. Schwartz, P.A. Torjesen, T.E. Robsahm, Cancer Causes & Control, 23 

(2012) 363-370. 

[49] R.K. Murray, H.A. Harper, Harper's Biochemistry, 23rd ed ed., Prentice-Hall 

International, London, 1993. 

[50] H.J. Kayden, M.G. Traber, Journal of Lipid Research, 34 (1993) 343-358. 

[51] P. Borel, J. Drai, H. Faure, V. Fayol, C. Galabert, M. Laromiguiere, G. Le Moel, Ann. 

Biol. Clin., 63 (2005) 165-177. 

[52] D.D. Bikle, E. Gee, B. Halloran, M.A. Kowalski, E. Ryzen, J.G. Haddad, J. Clin. 

Endocrinol. Metab., 63 (1986) 954-959. 

[53] P.M. Brannon, E.A. Yetley, R.L. Bailey, M.F. Picciano, Am J Clin Nutr, 88 (2008) 

587S-592S. 

[54] H.J. van Hoof, L.M. Swinkels, J.J. van Stevenhagen, H. van den Berg, H.A. Ross, T.J. 

Benraad, J Chromatogr, 621 (1993) 33-39. 

[55] A.P. De Leenheer, V.O. De Bevere, A.A. Cruyl, A.E. Claeys, Clin Chem, 24 (1978) 585-

590. 

[56] D.B. Milne, J. Botnen, Clin Chem, 32 (1986) 874-876. 



99 

 

[57] B.L. Lee, S.C. Chua, H.Y. Ong, C.N. Ong, J Chromatogr, 581 (1992) 41-47. 

[58] S. Gueguen, B. Herbeth, G. Siest, P. Leroy, J Chromatogr Sci, 40 (2002) 69-76. 

[59] H.J. Nelis, J. De Roose, H. Vandenbaviere, A.P. De Leenheer, Clin Chem, 29 (1983) 

1431-1434. 

[60] J. Arnaud, I. Fortis, S. Blachier, D. Kia, A. Favier, J Chromatogr, 572 (1991) 103-116. 

[61] G. Cavina, B. Gallinella, R. Porra, P. Pecora, C. Suraci, J Pharm Biomed Anal, 6 (1988) 

259-269. 

[62] F. Risco, M. Babe, M.L. Traba, Clin Chem, 33 (1987) 720. 

[63] P.F. Chatzimichalakis, V.F. Samanidou, I.N. Papadoyannis, J Chromatogr B Analyt 

Technol Biomed Life Sci, 805 (2004) 289-296. 

[64] S.P. Yap, T. Julianto, J.W. Wong, K.H. Yuen, J Chromatogr B Biomed Sci Appl, 735 

(1999) 279-283. 

[65] A. Sanchez-Perez, M.M. Delgado-Zamarreno, M. Bustamante-Rangel, J. Hernandez-

Mendez, J Chromatogr A, 881 (2000) 229-241. 

[66] U. Turpeinen, U. Hohenthal, U.H. Stenman, Clin Chem, 49 (2003) 1521-1524. 

[67] J.A. Eisman, R.M. Shepard, H.F. Deluca, Analytical Biochemistry, 80 (1977) 298-305. 

[68] R. Kand'ar, P. Zakova, J. Sep. Sci., 32 (2009) 2953-2957. 

[69] D.P. Jamieson, A. Zhang, J. Mathieu, R. Ray, D.G. Kelling, T.C. Chen, M.F. Holick, 

Journal of Bone and Mineral Research, 20 (2005) S188-S188. 

[70] M. Vogeser, A. Kyriatsoulis, E. Huber, U. Kobold, Clin Chem, 50 (2004) 1415-1417. 

[71] Z. Maunsell, D.J. Wright, S.J. Rainbow, Clin Chem, 51 (2005) 1683-1690. 

[72] A.K. Saenger, T.J. Laha, D.E. Bremner, S.M.H. Sadrzadeh, American Journal of Clinical 

Pathology, 125 (2006) 914-920. 

[73] H. Chen, L.F. McCoy, R.L. Schleicher, C.M. Pfeiffer, Clin Chim Acta, 391 (2008) 6-12. 

[74] S. Knox, J. Harris, L. Calton, A.M. Wallace, Ann Clin Biochem, 46 (2009) 226-230. 

[75] J.M. Mata-Granados, J.M.Q. Gomez, M.D.L. de Castro, Clin. Chim. Acta, 403 (2009) 

126-130. 

[76] J.M. Mata-Granados, J. Vargas-Vasserot, C. Ferreiro-Vera, M.D. Luque de Castro, R.G. 

Pavon, J.M. Quesada Gomez, J Steroid Biochem Mol Biol, 121 (2010) 452-455. 

[77] J.G. Haddad, K.J. Chyu, J Clin Endocrinol Metab, 33 (1971) 992-995. 



100 

 

[78] R. Bouillon, E. Van Herck, I. Jans, B.K. Tan, H. Van Baelen, P. De Moor, Clin Chem, 30 

(1984) 1731-1736. 

[79] C. Lind, J.W. Chen, I. Byrjalsen, Clin. Chem., 43 (1997) 943-949. 

[80] W.D. Fraser, B.H. Durham, J.L. Berry, E.B. Mawer, Ann. Clin. Biochem., 34 (1997) 

632-637. 

[81] B.W. Hollis, J. Clin. Endocrinol. Metab., 89 (2004) 3149-3151. 

[82] S.J. Ding, I. Schoenmakers, K. Jones, A. Koulman, A. Prentice, D.A. Volmer, Anal. 

Bioanal. Chem., 398 (2010) 779-789. 

[83] M.R. Brunetto, M.A. Obando, M. Gallignani, O.M. Alarcon, E. Nieto, R. Salinas, J.L. 

Burguera, M. Burguera, Talanta, 64 (2004) 1364-1370. 

[84] M. Vogeser, J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 121 (2010) 565-573. 

[85] MSMS Vitamin D Kit (not available in the USA) | PerkinElmer 

[86] Recipe. Clinical Diagnostics with HPLC and LC-MS/MS [on-line]. Dostupný z: 

http://www.recipe.de/en/products.html [citováno 7. 6. 2013]. 

[87] Immunodiagnostic. Kits / Assays (HPLC, LC-MS/MS) [on-line]. Dostupný z: 

http://www.immundiagnostik.com/en/home/products/kits-assays/hplc-applications.html 

[citováno 7. 6. 2013]. 

[88] Chromsystems. Vitamin D3/D2 – Crosslinks [on-line]. Dostupný z: 

http://chromsystems.com/en/search_results_products?keyword=vitamin+D&mode=0 

[citováno 7. 7. 2013]. 

[89] D. Wagner, H.E.C. Hanwell, R. Vieth, Clinical Biochemistry, 42 (2009) 1549-1556. 

[90] Roche Diagnostics. Vitamin D total [on-line]. Dostupný z: http://www.roche-

diagnostics.cz/objednavky/info/05894913p.pdf [citováno 30. 10. 2012].  

[91] Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Development of the ADVIA Centaur Vitamin D 

Total Assay [on-line]. Dostupný z: 

http://www.medical.siemens.com/siemens/en_GLOBAL/gg_diag_FBAs/files/products_diseas

e_states/bone_metabolism/Development_of_the_ADVIA_Centaur_Vitamin_D_Total_Assay.

pdf [citováno 31. 10. 2012]. 

[92] Immunodiagnostic. IDS-iSYS 25-hydroxy Vitamin D [on-line]. Dostupný z: 

http://www.idsplc.com/en-gb/products/ids-isys-25-hydroxy-vitamin-d-is-2700#details. 

[citováno 7.6.2013]. 

[93] Immunodiagnostic. IDS-iSYS 1,25-dihydroxy Vitamin D [on-line]. Dostupný z: 

http://www.idsplc.com/en-gb/products/ids-isys-125-dihydroxy-vitamin-d-is-2400. [citováno 

7.6.2013]. 

http://www.recipe.de/en/products.html
http://www.immundiagnostik.com/en/home/products/kits-assays/hplc-applications.html
http://chromsystems.com/en/search_results_products?keyword=vitamin+D&mode=0
http://www.roche-diagnostics.cz/objednavky/info/05894913p.pdf
http://www.roche-diagnostics.cz/objednavky/info/05894913p.pdf
http://www.medical.siemens.com/siemens/en_GLOBAL/gg_diag_FBAs/files/products_disease_states/bone_metabolism/Development_of_the_ADVIA_Centaur_Vitamin_D_Total_Assay.pdf
http://www.medical.siemens.com/siemens/en_GLOBAL/gg_diag_FBAs/files/products_disease_states/bone_metabolism/Development_of_the_ADVIA_Centaur_Vitamin_D_Total_Assay.pdf
http://www.medical.siemens.com/siemens/en_GLOBAL/gg_diag_FBAs/files/products_disease_states/bone_metabolism/Development_of_the_ADVIA_Centaur_Vitamin_D_Total_Assay.pdf
http://www.idsplc.com/en-gb/products/ids-isys-25-hydroxy-vitamin-d-is-2700#details
http://www.idsplc.com/en-gb/products/ids-isys-125-dihydroxy-vitamin-d-is-2400


101 

 

[94] E.A. Yetley, C.M. Pfeiffer, R.L. Schleicher, K.W. Phinney, D.A. Lacher, S. Christakos, 

J.H. Eckfeldt, J.C. Fleet, G. Howard, A.N. Hoofnagle, S.L. Hui, G.L. Lensmeyer, J. Massaro, 

M. Peacock, B. Rosner, D. Wiebe, R.L. Bailey, P.M. Coates, A.C. Looker, C. Sempos, C.L. 

Johnson, M.F. Picciano, J Nutr, 140 (2010) 2030S-2045S. 

[95] L. Ong, S. Saw, N.B. Sahabdeen, K.T. Tey, C.S. Ho, S.K. Sethi, Clin. Chim. Acta, 413 

(2012) 1127-1134. 

[96] I. Spiliotis, T. Kelley, C. Barker, K. Achaibar, QJM-An Int. J. Med., 105 (2012) 593-593. 

[97] R.L. Schleicher, S.E. Encisco, M. Chaudhary-Webb, E. Paliakov, L.F. McCoy, C.M. 

Pfeiffer, Clin Chim Acta, 412 (2011) 1594-1599. 

[98] M.F. Holick, N.C. Binkley, H.A. Bischoff-Ferrari, C.M. Gordon, D.A. Hanley, R.P. 

Heaney, M.H. Murad, C.M. Weaver, J. Clin. Endocrinol. Metab., 96 (2011) 3908-3908. 

[99] L.D.W. Arnold, Human milk in the NICU : policy into practice, Jones and Bartlett, 

Boston, Mass., 2010. 

[100] G. Buonocore, S. Perrone, M. Longini, P. Vezzosi, B. Marzocchi, P. Paffetti, R. Bracci, 

Pediatr Res, 52 (2002) 46-49. 

[101] O.M. Pitkänen, M. Hallman, Seminars in Neonatology, 3 (1998) 199-205. 

[102] A. Ledo, A. Arduini, M.A. Asensi, J. Sastre, R. Escrig, M. Brugada, M. Aguar, P. 

Saenz, M. Vento, Am J Clin Nutr, 89 (2009) 210-215. 

[103] O.D. Saugstad, Biol Neonate, 88 (2005) 228-236. 

[104] S.E. Welty, J. Nutr., 131 (2001) 947S-950S. 

[105] J.K. Friel, S.M. Martin, M. Langdon, G.R. Herzberg, G.R. Buettner, Pediatr Res, 51 

(2002) 612-618. 

[106] J.M. Davis, R.L. Auten, Semin Fetal Neonatal Med, 15 (2010) 191-195. 

[107] R.G. Jensen, Handbook of milk composition, Academic Press, San Diego ; London, 

1995. 

[108] R.A. Ehrenkranz, B.A. Ackerman, C.M. Nelli, J Pediatr Gastroenterol Nutr, 3 (1984) 

755-758. 

[109] J. Bitman, D.L. Wood, N.R. Mehta, P. Hamosh, M. Hamosh, Am J Clin Nutr, 40 (1984) 

1103-1119. 

[110] D. Mandel, R. Lubetzky, S. Dollberg, S. Barak, F.B. Mimouni, Pediatrics, 116 (2005) 

e432-435. 

[111] A. Sala-Vila, A.I. Castellote, M. Rodriguez-Palmero, C. Campoy, M.C. Lopez-Sabater, 

Nutrition, 21 (2005) 467-473. 



102 

 

[112] B. Lonnerdal, Am J Clin Nutr, 77 (2003) 1537S-1543S. 

[113] C.L.S. Lopez, A. Hernandez, A.B. Rodriguez, M. Rivero, C. Barriga, J. Cubero, Nutr. 

Hosp., 26 (2011) 511-514. 

[114] R. Jenness, Semin Perinatol, 3 (1979) 225-239. 

[115] A.C. Goedhart, J.G. Bindels, Nutr Res Rev, 7 (1994) 1-23. 

[116] J.B. Miller, S. Bull, J. Miller, P. McVeagh, Journal of Pediatric Gastroenterology and 

Nutrition, 19 (1994) 371-376. 

[117] G.V. Coppa, O. Gabrielli, P. Pierani, C. Catassi, A. Carlucci, P.L. Giorgi, Pediatrics, 91 

(1993) 637-641. 

[118] D.B. Shennan, M. Peaker, Physiol Rev, 80 (2000) 925-951. 

[119] J.L. McManaman, M.C. Neville, Adv Drug Deliv Rev, 55 (2003) 629-641. 

[120] A. Antonakou, A. Chiou, N.K. Andrikopoulos, C. Bakoula, A.L. Matalas, Eur. J. Nutr., 

50 (2011) 195-202. 

[121] I. Sziklai-Laszlo, D. Majchrzak, I. Elmadfa, M.A. Cser, J. Radioanal. Nucl. Chem., 279 

(2009) 585-590. 

[122] A. Antonakou, A. Chiou, N.K. Andrikopoulos, C. Bakoula, A.L. Matalas, Eur J Nutr, 

50 (2011) 195-202. 

[123] O. Tokusoglu, N. Tansug, S. Aksit, G. Dinc, E. Kasirga, C. Ozcan, International Journal 

of Food Sciences and Nutrition, 59 (2008) 166-174. 

[124] A.L. Webb, S. Aboud, J. Furtado, C. Murrin, H. Campos, W.W. Fawzi, E. Villamor, 

European Journal of Clinical Nutrition, 63 (2009) 332-339. 

[125] L. Garcia, K. Ribeiro, K. Araujo, J. Pires, G. Azevedo, R. Dimenstein, Journal of 

Human Nutrition and Dietetics, 23 (2010) 529-534. 

[126] R. Dimenstein, J.C.D. Dantas, A.C.P. Medeiros, L.R.D. Cunha, Archivos 

Latinoamericanos De Nutricion, 60 (2010) 235-239. 

[127] L.M. Canfield, M.T. Clandinin, D.P. Davies, M.C. Fernandez, J. Jackson, J. Hawkes, 

W.J. Goldman, K. Pramuk, H. Reyes, B. Sablan, T. Sonobe, X. Bo, Eur. J. Nutr., 42 (2003) 

133-141. 

[128] M.L. Quaife, Journal of Biological Chemistry, 169 (1947) 513-514. 

[129] T. Turner, B.J. Burri, Chromatographia, 75 (2012) 241-252. 

[130] F.J. Ruperez, D. Martin, E. Herrera, C. Barbas, J. Chromatogr. A, 935 (2001) 45-69. 



103 

 

[131] S. Albala-Hurtado, S. Novella-Rodriguez, M.T. Veciana-Nogues, A. Marine-Font, J 

Chromatogr A, 778 (1997) 243-246. 

[132] G.B. Brubacher, D.A.T. Southgate, W. M©*ller-Mulot, European Cooperation in the 

Field of Scientific and Technical Research (Organization), Methods for the determination of 

vitamins in food, recommended by COST 91, Elsevier Applied Science Publishers, London ; 

New York, 1985. 

[133] A. Escriva, M.J. Esteve, R. Farre, A. Frigola, J Chromatogr A, 947 (2002) 313-318. 

[134] M. Strobel, F. Heinrich, H.K. Biesalski, J Chromatogr A, 898 (2000) 179-183. 

[135] L.B. Thompson, K.J. Schimpf, L.A. Stiner, D.J. Schmitz, J. AOAC Int., 93 (2010) 

1523-1529. 

[136] C.J. Blake, J. AOAC Int., 90 (2007) 897-910. 

[137] Y. Liu, M.J. Xu, L.M. Canfield, J. Nutr. Biochem., 9 (1998) 178-183. 

[138] C. Turner, J.W. King, L. Mathiasson, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49 

(2001) 553-558. 

[139] M.M. Delgado Zamarreno, A. Sanchez Perez, M.C. Gomez Perez, M.A. Fernandez 

Moro, J. Hernandez Mendez, Analyst, 120 (1995) 2489-2492. 

[140] J.N. Thompson, G. Hatina, W.B. Maxwell, J Assoc Off Anal Chem, 63 (1980) 894-898. 

[141] H. Berg, C. Turner, L. Dahlberg, L. Mathiasson, J. Biochem. Biophys. Methods, 43 

(2000) 391-401. 

[142] A. Khan, M.I. Khan, Z. Iqbal, Y. Shah, L. Ahmad, D.G. Watson, Journal of 

Chromatography B-Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 878 (2010) 

2339-2347. 

[143] B. Chauveau-Duriot, M. Doreau, P. Noziere, B. Graulet, Anal. Bioanal. Chem., 397 

(2010) 777-790. 

[144] D. Siluk, R.V. Oliveira, M. Esther-Rodriguez-Rosas, S. Ling, A. Bos, L. Ferrucci, I.W. 

Wainer, J. Pharm. Biomed. Anal., 44 (2007) 1001-1007. 

[145] M. Kuhn, S. Nakib, J.P. De Bandt, L. Cynober, C. Loi, J Chromatogr A, 1205 (2008) 

186-190. 

[146] L.B. Thompson, K.J. Schimpf, L.A. Stiner, D.J. Schmitz, J AOAC Int, 93 (2010) 1523-

1529. 

[147] J.W. DeVries, K.R. Silvera, E. McSherry, D. Dowell, J AOAC Int, 95 (2012) 322-328. 

[148] B. Gleize, M. Steib, M. Andre, E. Reboul, Food Chem, 134 (2012) 2560-2564. 



104 

 

[149] L. Gamiz-Gracia, A. Velasco-Arjona, M.D. Luque de Castro, Analyst, 124 (1999) 801-

804. 

[150] D.M. Bliesner, Validating chromatographic methods : a practical guide, Wiley, 

Hoboken, N.J., 2006. 

[151] World Health Organization Dept. of Medicines Policy and Standards. The international 

pharmacopoeia [on-line]. Dostupný z: http://apps.who.int/phint/en/p/docf/ [citováno 25. 6. 

2013]. 

[152] L. Urbanek, L. Krcmova, D. Solichova, B. Melichar, V. Opletalova, P. Solich, J Sep 

Sci, 29 (2006) 2485-2493. 

[153] L. Krcmova, D. Solichova, J. Plisek, M. Kasparova, L. Sobotka, P. Solich, Intern J 

Environ Anal Chem, 90 (2010) 106-114. 

[154] M. Kasparova, J. Plisek, D. Solichova, L. Krcmova, B. Kucerova, M. Hronek, P. Solich, 

Talanta, 93 (2012) 147-152. 

 

http://apps.who.int/phint/en/p/docf/


105 

 

11 Přehled publikační činnosti 

Uvedené publikace jsou seřazeny sestupně podle data vydání. Uvedena je citovanost podle 

Web of Science z 1. 7. 2013 a IF časopisu. Seznam publikací je rozdělen na „Publikace 

s podílem na analytické části“ a „Ostatní publikace“. Rozdělení bylo provedeno na základě 

výsledků a závěrů, které se vztahují k předkládané disertační práci.  

11.1 Publikace s podílem na analytické části  

1. Rapid sample preparation procedure for determination of retinol and alpha-

tocopherol in human breast milk 

M. Kasparova, J. Plisek, D. Solichova, L. Krcmova, B. Kucerova, M. Hronek and P. Solich 

Talanta, 93, 147-152, 2012 (Citováno–1, IF2012–3,498) 

2. Carotid Intima-media Thickness and Laboratory Parameters of Atherosclerosis Risk 

in Patients with Breast Cancer 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Ungermann, L. Krcmova, R. Hyspler, M. Kasparova, M. Pecka, 

V. Sramek, H. Prochazkova-Studentova, A. Svobodnfk, L. Pecen and D. Solichova 

Anticancer Research, 32, 9, 4077-4084, 2012 (Citováno–0, IF2012–1,713) 

3. Separation of Vitamins Retinol Acetate, Ergocalciferol, or Cholecalciferol and 

Tocopherol Acetate Using Sequential Injection Chromatography 

H. Sklenarova, P. Koblova, P. Chocholous, D. Satinsky, L. Krcmova, M. Kasparova, D. 

Solichova and P. Solich 

Analytical Letters, 44, 1-3, 446-456, 2011 (Citováno–2, IF2011–1,016) 

4. Urinary Neopterin, Serum Retinol, alpha-tocopherol and Homocysteine in Breast 

Cancer Patients During Treatment with Bevacizumab and Chemotherapy 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, J. Plisek, R. Hyspler, H. Studentova, 

M. Zezulova, P. Holeckova, M. Pecka and D. Solichova 

Pteridines, 21, 4, 87-93, 2010 (Citováno–1, IF2010–0,404) 



106 

 

5. Intestinal permeability, vitamin A absorption and serum alpha-tocopherol during 

therapy with gefitinib 

B. Melichar, J. Dvorak, H. Kalabova, R. Hyspler, L. Krcmova, M. Kasparova, L. Urbanek and 

D. Solichova  

Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation, 70, 3, 180-187, 2010 

(Citováno–3, IF2010–1,629) 

6. Serum Homocysteine, Cholesterol, Retinol, alpha-Tocopherol, Glycosylated 

Hemoglobin and Inflammatory Response during Therapy with Bevacizumab, 

Oxaliplatin, 5-Fluorouracil and Leucovorin 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, E. Malirova, K. Melicharova, M. 

Pecka, R. Hyspler and D. Solichova 

Anticancer Research, 29, 11, 4813-4820, 2009 (Citováno–4, IF2009–1,428) 

7. HPLC method for simultaneous determination of retinoids and tocopherols in human 

serum for monitoring of anticancer therapy 

L. Krcmova, L. Urbanek, D. Solichova, M. Kasparova, H. Vlckova, B. Melichar, L. Sobotka 

and P. Solich 

Journal of Separation Science, 32, 15-16, 2804-2811, 2009 (Citováno–6, IF2009–2,551) 

8. Serum Neopterin, Retinol and Alpha-tocopherol in Patients with the Carcinoma of the 

Esophagus 

J. Cincibuch, B. Melichar, H. Studentova, M. Kapustova, E. Malirova, D. Solichova, L. 

Krcmova, M. Kasparova, P. Schneiderka, J. Juranova, V. Sramek and K. Cwiertka  

Pteridines, 20, 2, 49-53, 2009 (Citováno–1, IF2009–0,379) 

9. The importance of rheological parameters in the therapy of microcirculatory 

disorders 

M. Blaha, E. Rencova, V. Blaha, R. Maly, M. Blazek, J. Studnicka, C. Andrys, I. Fatorova, S. 

Filip, M. Kasparova, R. Prochazkova, J. Maly, R. Zimova and H. Langrova  

Clinical Hemorheology and Microcirculation, 42, 1, 37-46, 2009, (Citováno–14, IF2009–1,780) 



107 

 

11.2 Ostatní publikace 

1. Application of core-shell technology for determination of retinol and alpha-tocopherol 

in breast milk 

J. Plisek, M. Kasparova, D. Solichova, L. Krcmova, B. Kucerova, L. Sobotka and P. Solich 

Talanta, 107, 382-388, 2013 (Citováno–0, IF2012–3,498) 

2. Prognostic Significance of Serum Retinol, Serum Alpha-Tocopherol, and Urinary 

Neopterin in Patients with Head and Neck Carcinoma Treated with External Beam 

Radiation  

P. Holeckova, L. Krcmova, H. Kalabova, M. Kasparova, J. Plisek, M. Pala, P. Vitek, D. 

Solichova, M. Zezulova, H. Studentova and B. Melichar  

International Journal for Vitamin and Nutrition Research, 82, 2, 77-84, 2012 (Citováno–0, 

IF2012–1,271) 

3. Intima-media thickness, myocardial perfusion and laboratory risk factors of 

atherosclerosis in patients with breast cancer treated with anthracycline-based 

chemotherapy 

H. Kalabova, B. Melichar, L. Ungermann, J. Dolezal, L. Krcmova, M. Kasparova, J. Plisek, 

R. Hyspler, M. Pecka and D. Solichova 

Medical Oncology, 28, 4, 1281-1287, 2011 (Citováno–3, IF2011–2,140) 

4. Correlation of Peripheral Blood CD14(+)CD16(+)Monocytes, Urinary Neopterin and 

the Risk Factors of Atherosclerosis in Patients with Breast Carcinoma 

P. Kralickova, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, J. Plisek, L. Ungermann, D. 

Vokurkova, R. Hyspler, M. Pecka, V. Sramek, H. Studentova, M. Zezulova, D. Solichova and 

B. Melichar  

Pteridines, 22, 3, 66-72, 2011 (Citováno–3, IF2011–0,444) 

5. Determination of neopterin, kynurenine, tryptophan and creatinine in human serum 

by high throuput HPLC 

L. Krcmova, D. Solichova, B. Melichar, M. Kasparova, J. Plisek, L. Sobotka and P. Solich 

Talanta, 85, 3, 1466-1471, 2011 (Citováno–3, IF2011–3,794) 



108 

 

6. Urinary Neopterin in Patients with Metastatic Colon Cancer Treated with Patupilone 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, J. Plisek, J. Cerman, P. Holeckova and 

D. Solichova 

Pteridines, 22, 3, 61-65, 2011 (Citováno–3, IF2011–0,444) 

7. Intestinal permeability, vitamin A absorption, alpha-tocopherol, and neopterin in 

patients with rectal carcinoma treated with chemoradiation 

J. Dvorak, B. Melichar, R. Hyspler, L. Krcmova, L. Urbanek, H. Kalabova, M. Kasparova and 

D. Solichova  

Medical Oncology, 27, 3, 690-696, 2010 (Citováno–1, IF2010–2,210) 

11.3 Přehled odborných sdělení 

Uvedená jsou pouze odborná sdělení s aktivní účastí na prezentaci a s hlavním autorstvím. 

Uspořádány jsou sestupně podle data prezentace.  

1. Advantageous Combination of Ultra Fast Liquid Chromatography and New Column 

Technologies for Clinical Testing of Liposoluble Vitamins  

Kasparova M., Plisek J., Kucerova B., Krcmova L., Matysova L., Havlikova L., Solichova D., 

The Nordic Separation Science Society 6th Conference (NoSSS 2011), Riga, Latvia, 24. –

 27. 8. 2011 (poster) 

2. Using of separation method for clinical research 

Kasparova M., Plisek J., Solich P., Solichova D. 

1. Postgraduální vědecká konference Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy, Hradec 

Králové, Česká republika, 1. - 2. 2. 2011 (prezentace) 

3. Rapid Vitamin A and E sample preparation and liquid chromatography 

quantification procedure for human breast milk investigation  

Marketa Kasparova, Jiri Plisek, Lenka Krcmova, Miroslav Hronek, Zdenek Zadak, Dagmar 

Solichova 

28th International Symposium on Chromatography 2010, Valencia, Spain, 12.9. – 16.9.2010 

(poster) 



109 

 

4. Combination of solid phase extraction, monolithic technology and miniaturisation 

advantages for fast determination of serum vitamins D2, D3, 25(OH)D3, retinol and α-

tocopherol. 

Markéta Kašparová, Lenka Krčmová, Jiří Plíšek, Dagmar Solichová, Alena Vlčková, Petr 

Žďánský, Petr Solich, Luboš Sobotka 

The 6th International Conference on Instrumental Methods of Analysis - Athens, Greece, 

4.10.-8.10.2009 (poster) 

5. Sequential injection procedure for determination of organic mercury compounds by 

using gene modified bacteria.  

Kašparová M., Ek P., Virta M., Solich P., Ivaska A. 

Flow Analysis XI.; Pollensa, Spain, 14. - 18. 9. 2009 (poster) 

6. Advantageous coupling of sequential injection analysis and bacterial sensor in 

mercury determination procedure. 

Kašparová M., Ek P., Virta M.,  Solich P., Ivaska A. 

Åbo Akademi Process Chemistry Centre Annual Meeting 2009; Turku, Finland, 20. 8. 2009 

(poster, ústní prezentace – „Oral poster introduction“) 

7. Development of new HPLC method for determination of vitamin D for clinical 

research. 

Kašparová M., Krčmová L., Solichová D., Vlčková A., Urbánek L., Žďánský P., Solich P.  

6th Aegean analytical chemistry days; Denizli, Turkey, 9. - 12. 10. 2008 (poster) 

8. The new HPLC method using monolithic technology for simultaneous determination 

of vitamin D2, D3 and 25(OH)D3 in human serum. 

Kašparová M., Krčmová L., Solichová D., Urbánek L., Žďánský P., Sobotka L., Solich P. 

8th International conference VITAMINS 2008: Nutrition and Diagnostics; Zlín, 9. - 11. 9. 

2008 (poster) 
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9. Monitoring of lipoperoxidation in patients with familiar hypercholesterolemia treated 

by extracorporeal elimination. 

Kašparová M., Krčmová L., Solichová D., Urbánek L., Bláha M., Bláha V., Blažek M., 

Žďánský P., Sobotka L., Solich P. 

International conference "Oxidative stress in diseases"; Bratislava, 23. - 25. 4. 2008 (poster, 

ústní prezentace v sekci "Oral poster presentations by young scientists")  
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12 Řešené granty 

Člen řešitelského kolektivu výzkumného záměru MZO 00179906 (dílčí úkol 9810): Nové 

diagnostické indikátory a léčebné postupy v závislosti na různých obdobích života s důrazem 

na stáří. - odborný pracovník v laboratorních metodách 

Člen řešitelského kolektivu grantu IGA MZ ČR NS/9743-4 (2009–2011): Patogeneze 

malnutrice při renálním selhání a vliv léčebné intervence - odborný pracovník v laboratorních 

metodách 

Řešitel grantu FRVŠ - projekt 575/2009 Porovnání vnitřní a vnější standardizace při HPLC 

stanovení vitamínů A, E v biologickém materiálu-jako úloha pro praktická cvičení. 

Spoluřešitel grantu GAUK 88407/2009 (2007–2009) Aplikace nových technologií v 

kapalinové chromatografii (HPLC) pro využití v klinickém výzkumu a praxi.  

Člen řešitelského kolektivu grantu IGA MZ ČR NR/9096-4 (2005–2009): Rizikové 

faktory aterosklerózy u nemocných s nádorovým onemocněním - odborný pracovník 

v laboratorních metodách 
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13 Přílohy – publikace s podílem na analytické části 

Přílohy 13.1 až 13.9 obsahují publikace „s podílem na analytické části“ Jejich seznam je 

uveden v kapitole 11.1., řazeny jsou sestupně podle data vydání.  

13.1 Rapid sample preparation procedure for 

determination of retinol and alpha-tocopherol in 

human breast milk  

M. Kasparova, J. Plisek, D. Solichova, L. Krcmova, B. Kucerova, M. Hronek and P. Solich 

Talanta, 93, 147-152, 2012 (Citováno–1, IF–3,498)  
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13.2 Carotid Intima-media Thickness and Laboratory 

Parameters of Atherosclerosis Risk in Patients with 

Breast Cancer 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Ungermann, L. Krcmova, R. Hyspler, M. Kasparova, M. Pecka, 

V. Sramek, H. Prochazkova-Studentova, A. Svobodnfk, L. Pecen and D. Solichova 

Anticancer Research, 32, 9, 4077-4084, 2012 (Citováno–0, IF2012–1,713)  
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13.3 Separation of Vitamins Retinol Acetate, 

Ergocalciferol, or Cholecalciferol and Tocopherol 

Acetate Using Sequential Injection Chromatography 

H. Sklenarova, P. Koblova, P. Chocholous, D. Satinsky, L. Krcmova, M. Kasparova, D. 

Solichova and P. Solich 

Analytical Letters, 44, 1-3, 446-456, 2011 (Citováno–2, IF2011–1,016)  
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13.4 Urinary Neopterin, Serum Retinol, alpha-tocopherol 

and Homocysteine in Breast Cancer Patients During 

Treatment with Bevacizumab and Chemotherapy 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, J. Plisek, R. Hyspler, H. Studentova, 

M. Zezulova, P. Holeckova, M. Pecka and D. Solichova 

Pteridines, 21, 4, 87-93, 2010 (Citováno–1, IF2010–0,404)  
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13.5 Intestinal permeability, vitamin A absorption and 

serum alpha-tocopherol during therapy with gefitinib 

B. Melichar, J. Dvorak, H. Kalabova, R. Hyspler, L. Krcmova, M. Kasparova, L. Urbanek and 

D. Solichova 

Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation, 70, 3, 180-187, 2010 

(Citováno–3, IF2010–1,629) 
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13.6 Serum Homocysteine, Cholesterol, Retinol, alpha-

Tocopherol, Glycosylated Hemoglobin and 

Inflammatory Response during Therapy with 

Bevacizumab, Oxaliplatin, 5-Fluorouracil and 

Leucovorin 

B. Melichar, H. Kalabova, L. Krcmova, M. Kasparova, E. Malirova, K. Melicharova, M. 

Pecka, R. Hyspler and D. Solichova 

Anticancer Research, 29, 11, 4813-4820, 2009 (Citováno–4, IF2009–1,428)  
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13.7 HPLC method for simultaneous determination of 

retinoids and tocopherols in human serum for 

monitoring of anticancer therapy 

L. Krcmova, L. Urbanek, D. Solichova, M. Kasparova, H. Vlckova, B. Melichar, L. Sobotka 

and P. Solich 

Journal of Separation Science, 32, 15-16, 2804-2811, 2009 (Citováno–6, IF2009–2,551)  
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13.8 Serum Neopterin, Retinol and Alpha-tocopherol in 

Patients with the Carcinoma of the Esophagus 

J. Cincibuch, B. Melichar, H. Studentova, M. Kapustova, E. Malirova, D. Solichova, L. 

Krcmova, M. Kasparova, P. Schneiderka, J. Juranova, V. Sramek and K. Cwiertka 

Pteridines, 20, 2, 49-53, 2009 (Citováno–1, IF2009–0,379)  
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13.9 The importance of rheological parameters in the 

therapy of microcirculatory disorders 

M. Blaha, E. Rencova, V. Blaha, R. Maly, M. Blazek, J. Studnicka, C. Andrys, I. Fatorova, S. 

Filip, M. Kasparova, R. Prochazkova, J. Maly, R. Zimova and H. Langrova 

Clinical Hemorheology and Microcirculation, 42, 1, 37-46, 2009, (Citováno–14, IF2009–1,780)  
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