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1. Uvod a cil prace

Vitamin D a jeho deficit je vdneSni dobé& spojovan s Fadou onemocnéni, od
osteomalacie, osteoporézy az po roztrousenou sklerézu, diabetes &i rakovinu. Diky
novym poznatkiim o jeho pleiotropnim uc¢inku na lidsky organismus dos$lo v poslednim
desetileti celosvétové k obrovskému narustu stanoveni vitaminu D pomoci chemickych
analyz plazmy. Napf. v Australii mezi lety 2000 a 2010 vzrostl primérny pocet z 23 tisic

na 2,2 milionu vysetfeni ro¢né (1, 2, 3).

Vitamin D je nejCastéji stanovovan v séru a plazmé pomoci chromatografickych metod
(HPLC a LC-MS/MS) nebo imunologickymi metodami, které pracuji na principu

chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence, radioimunoanalyzy nebo ELISA.

Vzhledem k rostouci oblibé a poZadavkim na stanoveni vitaminu D i v Ceské
republice, je cilem této bakalafské prace prehled a zhodnoceni souasnych moznosti

jeho stanoveni v biologickém materialu.



2. Vitamin D

Vitamin D patfi mezi lipofilni vitaminy a Ize ho povazovat za hormon, ktery je tvofen z
derivatu cholesterolu v lidském téle diky fotolytické reakci ultrafialového zafeni (UV B)
na kuzi. Mnozstvi takto vzniklého vitaminu zavisi na dobé vystaveni jedince
slune¢nimu zafeni, zemépisné Sifce, roéni dobé a dalSich faktorech jako je napf.
mnozstvi melaninu v kizi. Timto zplsobem ziska télo cholekalciferol (vitamin D3) jehoz
prekurzorem je 7-dehydrocholesterol. Druhou formu vitaminu D pFestavuje
ergokalciferol (vitamin D,), ktery je tvofen z ergosterolu v houbach a plisnich. Lidsky
organismus si tento izomer nedokaze sam syntetizovat a ziskava jej v podobé Zivin
z potravy. Obé formy, cholekalciferol i ergokalciferol, maji shodny biologicky ucinek.
VSechny lipofilni vitaminy hraji dulezitou roli v prevenci rakoviny, kardiovaskularnich
nemoci, dale pfi koagulaci (y-karboxylace inaktivnich srazecich faktor(). Vitamin D jako
pleiotropni hormon reguluje bunéCnou proliferaci a diferenciaci, mineralni
metabolismus, imunitni odpovéd a funkci mozku v zavislosti na jeho vlivu na mnoho
intracelularnich procesll. Zasadni roli ma v metabolismu vapniku. Aktivni hormony
reguluji vstfebavani vapniku z gastrointestinalniho traktu, exkreci vapniku ledvinami a

metabolismu vapniku v kostech (2, 4).

Obé formy vitaminu (D, a D3) jsou metabolizovany hydroxylaci pomoci enzymu
v jatrech na 25-hydroxyvitamin D; (25(OH)D3;) a 25-hydroxyvitamin D, (25(OH)D,)
(Obr. 1). Hladiny téchto metabolitl v plazmé vypovidaji o fyziologickém stavu vitaminu
D. Metabolity 25(0OH)D; a 25(OH)D, jsou dale metabolizovany pfevazné ledvinami,
v mensi mife také placentou, burikami granulomatézni tkané a kostmi na 1,25-
dihydroxyvitamin D3 (1,25(0OH),Ds), 1,25-dihydroxyvitamin D, (1,25(OH),D,) nebo jiné

slouceniny (3).
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Obr. 1: Schéma metabolismu vitaminu D (5)



3. Historie stanoveni

Vroce 1971 byla Haddadem, Chyu a Belseyem (6, 7) pfedstavena metoda, ktera
vyuzivala proteiny vazajici vitamin D a radioaktivné znalené ftritium obsahujici
25(0OH)Ds (8).

Prvni pouzitelna pfima analyza pomoci HPLC s UV detekci byla popsana v roce 1977.
Hlavni vyhodou této chromatografické metody byla moznost stanovit oba metabolity

(vitamin D, a D3) samostatné (8).

V roce 1985 popsali Hollis a Napoli (9) radioimunoanalytickou (RIA) metodu, ktera
slouzi ke kvantitativnimu stanoveni vitaminu D. Tato metoda je velice citliva, ale
nevyhodou je jeji komplikovanost a technickd naronost pro laboratof, protoze

vyzaduje dodrzeni bezpeCnostni normy pro praci s radioaktivnim materialem (8).

Fluorimeticka analyza pro vitamin D3 byla popsana v roce 1991 Shimitzu a kol. (10).
Ackoliv je tato metoda srovnatelna s HPLC-UV metodou, vyzaduje fluorescencni

znaceni a uziti radioaktivnich standardu (8).

Roku 1993, Hollis a kol. (11) ve spolupraci s DiaSorin Corporation (Stillwater, MN)
pro méfeni celkového cirkulujiciho vitaminu D. V roce 2004 DiaSorin Corporation
pfedstavii novou metodu pro stanoveni vitaminu D v séru za pouziti
chemiluminiscenéni metody (12). Tato metoda byla pIné automatizovana na
analyzatoru LIAISON. Tato velmi specificka, spravna a citlivd automatizovana technika
nahradila vylepSenou RIA v kvantitativnim stanoveni celkového vitaminu D z plazmy

nebo séra (8).

V roce 2005 Maunsell a kol. (13) pfedstavil novou metodu, ktera vyuzila spojeni HPLC
s hmotnostni detekci (LC-MS). Tato technika ma schopnost oddélit a teoreticky s vétsi
specificnosti stanovit mnozstvi obou metabolitd vitaminu D v porovnani s jinymi
metodami. Pozdéji byly pfedstaveny dalSi velmi citlivé a pfesné metody LC-MS, pro

vétSinu vyzkumnych a klinickych laboratofi byly ale pfFili§ drahé (8).



4. Metody pouzivané ke stanoveni

Ke stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd 25(OH)D v biologickém materialu jsou
vyuzivany rizné analytické techniky. Vitamin D se nejCastéji stanovuje ze séra a
plazmy pomoci chromatografickych metod (HPLC a LC-MS/MS) nebo
imunochemickymi metodami, které pracuji na principu chemiluminiscence,
elektrochemiluminiscence, radioimunoanalyzy nebo ELISA. Mnoho imunochemickych
metod je zaloZzeno na vyuzivani proteinl vazajicich vitamin D (vitamin D binding
protein, VDBP), které se bézné vyskytuji u rdznych Zivoc€iSnych druhu. Nevyhodou
téchto metod jsou vyznamné interference, proto vétdina znich neni schopna
kvantitativné rozlidit jednotlivé metabolity vitaminu D. Postupné byly proto nahrazeny
RIA metodou. Ta vyuziva radioaktivné znacené indikatory (®> H-, ** I-). Navic byla
vyvinuta automatizovana analyza zaloZena na chemiluminiscenci, ktera ke stanoveni
vyuziva VDBP nebo specifické protilatky. Diky témto analyzam se stalo vyhodnoceni

vitaminu D lépe pfistupné pro lékafe (14).

V posledni dobé je nejCastéji volenou metodou kapalinova chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Ackoliv se jedna o nakladnou
metodu, ktera pozaduje i vyborné technické zkuSenosti, umozni kvantitativné stanovit

jednotlivé metabolity vitaminu D (15).

4.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou u€inné separaéni metody, které slouzi k oddéleni
analyzovanych sloZzek ze smési a zaroven Kk jejich kvalitativni i kvantitativni analyze.
Jejich prednosti se vyuziva pfedevsim pfi analyzach smési latek, kdy ostatni analytické
metody nelze principialné pouzit. Vzhledem k tomu, ze vétSina pfirodnich latek jsou

sloZité slou€eniny, chromatografické metody maji pfi jejich analyze velky vyznam (16).

U chromatografickych metod dochazi k mnohonasobnému ustavovani rovnovah
soucasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Stacionarni
faze (nepohyblivd) zadrzuje rlznou mérou jednotlivé souc€asti analyzované smési,
mobilni faze (pohybliva) vymyva (eluuje) jednotlivé souc€asti analyzované smési ze
stacionarni faze a nese je ve sméru toku, ¢imz dojde k jejich separaci. Stacionarni faze
pfitom muzZe byt pevna (sorbent) nebo kapalna. Mobilni faze je bud kapalina (elu¢ni
¢inidlo) nebo plyn (nosny plyn). Hybnou silou chromatografického systému je tok
mobilni faze, ktery unasi ionty nebo molekuly. Déleni latek v systému je zavislé na

brzdici sile (retenci), ktera plsobi selektivné: néktera latka je zadrzovana vice, jina
9



méné. Pfi chromatografickém procesu dochazi k ustanovovani dynamické rovnovahy
mezi vratnou sorpci stacionarni faze a desorpci do mobilni faze. Rychlost postupu latky
zavisi na sorpcni rovnovaze, tj. ¢im pevnéji je latka sorbovana na stacionarni fazi, tim

pomaleji je v chromatografickém systému vymyvana (16).

4.1.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je vhodna pro separaci i tepelné nestalych a netékavych
sloucenin, jelikoz pracujeme za laboratorni teploty a neni nutné prevadét vzorek na
plyn. Mobilni fazi je zde kapalina. Na separaci latek ve vzorku se vyrazné podili nejen
interakce slozek se stacionarni fazi, ale i faze mobilni. BEéhem chromatografického
procesu dochazi k rozdéleni analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Doba, kterou
stravi analyt v jednotlivych fazich je dana jeho afinitou k jednotlivym fazim. Ma moznost
vyuzit vSech separacnich déju: adsorpce, rozdéleni na zakladé rozdilné rozpustnosti,
iontova vyména, molekulova sita, specifické interakce v afinitni chromatografii. Podle
stacionarni faze délime kapalinou chromatografii na kolonovou, tenkovrstvou nebo

papirovou. Obvykle pracujeme eluéni metodou (17).

Chromatograf v klasické LC je tvofen sklenénou trubici dlouhou asi 500 mm
s primérem cca 20 mm, dole zakonéenou fritou a kohoutkem, zrnitym sorbentem
s CasteCkami s velkym primérem (napf. Al,03). Vzorek davkujeme na horni vrstvu
naplné a nasledné pfidame mobilni kapalnou fazi. Mobilni faze nesouci vzorek
postupuje kolonou diky pusobeni gravitacni sily a slozky analytu se od sebe separuji a

opoustéji kolonu v rdznych ¢asech (17).

Klasicka kapalinova chromatografie nema potifebnou uc€innost, ale tvofi zaklad

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) (17).

4.1.2 \Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC chromatograf obsahuje vysokotlaké Cerpadlo, které Cerpa mobilni fazi ze
zasobniku a umozriuje konstantni bezpulzni tok mobilni faze o malé rychlosti (0,1 —
10 ml/min) za vysokého tlaku (az 40 MPa). Pfi déleni latek vyuzivame 2 typy eluce:
izokraticka — slouzi k déleni analytd, jejichz elu€ni parametry se pfili§ neliSi, jednou
mobilni fazi, jeji sloZzeni se b&éhem procesu neméni. A gradientova eluce, ktera slouzi
k separaci slozek, jejichz elu¢ni vlastnosti jsou velmi rozdilné. V pribéhu separace je
pfimichavano rostouci mnozstvi jedné mobilni faze s vétSim elu¢nim ucinkem k druhé.

A tim vznika plynuly koncentra¢ni gradient mobilni faze. Vzorek je davkovan bud

10



pomoci specialni injekéni mikrostfikacky nebo autosamplerem. Kolony u HPLC jsou
ocelové nebo sklenéné trubice asi 50 — 300 mm dlouhé s vnitfnim pramérem cca 2 —
8 mm plnéné stacionarni fazi. Ta musi byt naprosto homogenni a rovhomérna. Spoje
mezi jednotlivymi komponenty jsou kapilarni (vnitini pramér asi 0,5 mm) z nerez oceli
(16).

Uginné déleni je dano kvalitou sorbentu, tzn. velikosti, tvarem, porozitou a strukturou
(Castice, monolit atd.). VétSina HPLC aplikaci vyuziva nemodifikované nebo chemicky
modifikované mikro&astice silikagelu nebo oxid hlinity. Separace na zakladé adsorpce
vyuzivaji nemodifikovany silikagel, na ktery se diky jeho volnym skupinam Si — OH na
povrchu adsorbuji polarni latky za ucasti vodikovych vazeb. Sorbent s pozadovanou

aktivitou ziskame suSenim silikagelu za zvysené teploty. Pro méné polarni latky je

V rozdélovaci chromatografii je kapalna stacionarni faze zakotvena na vhodném nosici.
Tato zakotvena faze neni pro separaci pomoci HPLC pfili§ vhodna (pfi vysokém tlaku
je narusena). Proto se zde vyuzivaji chemicky modifikované stacionarni faze s rdznymi
skupinami, které jsou riizné polarni. Od polarnich az po vysoce hydrofobni faze, které

jsou vyuzivany pro obraceny systém fazi (reversed phase RP) (16).

Mobilni faze pro HPLC separace musi byt zbavené rozpustnych plynu, toho docilime

probublavanim heliem nebo degaserem (16).

Detektory pouzivané pfi HPLC musi splfiovat urlité pozadavky jako je: vysoka citlivost,
univerzalnost, nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pfi gradientové eluci,
reprodukovatelnost a linearita odezvy. Nejvice se uZivaji spektrometrické detektory,
kdy jednodus$si méfi pfi urcité vinové délce, dokonalejSi maji vinovou délku volitelnou
(16).

4.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je separaéni metoda, u které dochazi k pfevodu vzorku na
ionizovanou plynnou formu. Takto vzniklé ionty jsou separovany podle poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z). Mezi zakladni kroky patfi: odpafeni vzorku, ionizace,
akcelerace iontd do hmotnostniho analyzatoru, separace iontll hmotnostnim filtrem a
detekce iontl. Reakce ve vétSiné spektrometrl zacina ionizaci molekuly za vzniku

iontd a nasleduje jejich analyza (17).
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Hmotnostni spektrometry mohou byt spojeny v tandemu (MS/MS). Kdy pfi prvni reakci

se ionty generuji a nasledné se selektuje ion, ktery je podroben dalSi analyze (17).

Hmotnostni spektrometr se sklada =z mista vstupu vzorku, iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Soudasti zafizeni je také vysoké vakuum (10

az 10°®), které brani vzajemnym kolizim &astic v plynné &asti (17).

K ionizaci vzorku dochazi nejCastéji narazem prudce leticich elektrond nebo se
pouziva chemicka ionizace, kdy ionty vznikaji na zakladé chemické reakce. Vzniklé
ionty putuji do akceleraéni komory, kde jsou urychleny napétim 3 az 10 kV. lonty o
ur€ité hmotnosti a naboji jsou napétim urychleny a ziskaji kinetickou energii. Urychlené
ionty vstupuji do magnetického pole s indukci. Silové u&inky v magnetickém poli
zpusobi kruhovy pohyb iontu. Odstfediva a dostfediva sila, které pusobi na ionty, jsou
v rovnovaze. Na detektor dopadaiji ionty pfi urcitém poloméru. Tim jak se méni hodnota
magnetického pole, dochazi ke zménam poloméru drahy iontl s riznou hodnotou
poméru m/z. Takito daného poloméru drahy, dosahuji postupné vSechny C&astice
s riznymi hodnotami poméru m/z. V novéjSich pfistrojich slouzi jako hmotnostni
analyzator kvadrupdl nebo kvadrupdlova iontova past. Dale existuji hmotnostni
analyzatory FT —ICR (Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance), hmotnostni
analyzatory TOF-MS (Time Of Flight Mass Spectrometry) (17).

4.3 Radioimunoanalyza (RIA)

Podstatou této analyzy je kompetitivni imunochemicka reakce antigenu se specifickou
protilatkou. Provadi se in vitro a v pfitomnosti radioindikatoru (vhodna radioaktivné
znacCena latka), ktery slouzi ke kvantifikaCnimu stanoveni na zakladé urceni distribuce
aktivity (18).

V klasickém provedeni je urCovanou latkou antigen (Ag) a jako radioindikator slouzi
radioaktivné znadeny antigen (Ag*). Ke znadeni se vyuzivaji radionukleotidy: *H, **C,
®Se, ¥ a nejvétsi vyznam a vyuziti ma '*I. Oba antigeny, pokud jsou pfitomny ve
spravném koncentraCnim poméru, kompetitivné reaguji se specifickou protilatkou
(vysokomolekularni bilkoviny), kterd je vreakci pfitomna v omezeném mnoZstvi.
Pomoci vhodné separacni metody nasleduje oddéleni nenavazaného antigenu od
antigenu vazaného s protilatkou a poté se stanovi aktivita rostoucim obsahem
neaktivniho antigenu, tj. ur€ované latky v reakéni smési. MnozZstvi stanovované latky

ve vzorku uréime z kalibraéni kfivky, kterou si pfipravime pomoci standardnich roztoku

12



0 znamé koncentraci (10). Nevyhodou RIA metody je dlouhy ¢as analyzy a manipulace

s radioaktivnimi latkami, které se pouZzivaji ke znaceni (19).

Pfibuzné radioizotopové metody vyuZzivaji jako radioindikatory vhodné radioaktivné
znaCené slouCeniny a ke kvantifikaCnimu stanoveni slouzi méfena distribuce
radioaktivity. LiSi se rozdilnymi interakcemi stanovované latky s €inidlem. Podstatou
metody kompetitivni vazby na proteiny je specifickd vazba ligandu na protein. Kde
ligand slouzi jako radioindikator (18).

Q Q Q Q Q Protilatka

@ QQ @ Il CGikovina
i i i i Znatena bilkavina

@QQ@
(= () i

Obr. 2: Schéma RIA metody (20)

4.4 Chemiluminiscence

Béhem luminiscence dochazi k emisi svétla latkou. Emise vznika pfi navratu elektronu
z excitovaného do zakladniho stavu. K excitaci elektronu pfi chemiluminiscenci dochazi
béhem chemické reakce. Takovéto reakce Casto probihaji v biologickych systémech,

potom se mluvi o bioluminiscenci (17).
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Obr. 3: Princip chemiluminiscence (21)

4.5 Elektrochemiluminiscence

ECLIA vyuziva neustalého opakovani oxidaéné —redukCnich déju na pracovni
elektrodé do vy&erpani iniciacniho €inidla. Dulezitymi slozkami jsou: chelatovy komplex
znaCeny rutheniem, ktery vyvola emisi svétla, iniciacni Cinidlo celé reakce -
tripropylamin (TPA) — ProCell, ten po vlozeni napéti na pracovni elektrodu a oxidaci
TPA a rutheniového komplexu, pfenasi elektron na rutheniovy komplex. Pfenos
elektronu zplsobi redukci chelatu na nestabilni excitovanou formu a néaslednym
navratem do puvodniho stavu dojde k vyzafeni fotonu. Ten je zaznamenan
fotonasobiCem. Konventor signal pfevede na tzv. counts, které vyjadfuji kvantifikaci

vyzafenych fotonu. Pocet counts udava koncentraci analytu ve vzorku (22).
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Obr. 4: Princip elektrochemiluminiscence (23)

4.6 ELISA

Patfi mezi sérologické metody, dokaze identifikovat antigeny i protilatky i ve velmi
malém mnozstvi. Na imunosorbent, coz je nadobka s navazanou specifickou
protilatkou se vyvaze hledany antigen z vySetfovaného materialu, zatimco ostatni
antigeny jsou vymyty. Poté je na komplex protilatka-antigen navazana specificka
protilatka s enzymem. Po vymyti piebyte¢né protilatky je antigen identifikovan pomoci

barevné reakce, kterou navazany enzym katalyzuje (24).

15



ubstrat
g 6 == produkt

druha protilatka

antigen

prvni protilatika
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5. Stanoveni vitaminu D v biologickém materialu

5.1 Chromatografické metody

Ke stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd z biologického materidlu se
z chromatografickych metod vyuziva nejCastéji HPLC. Latky separované na koloné
jsou potom vétSinou detekovany pomoci UV nebo elektrochemického detektoru,
v posledni dobé se do popfedi zajmu dostala hmotnostni detekce. Pfed samotnym
separatnim déjem je potfeba analyzovany vzorek purifikovat. Nejsnazsi je
provedeni LLE (liquid-liquid extraction - extrakce do kapaliny). K odstranéni
proteinl ze vzorku slouzi SPE (solid — phase extraction — extrakce na pevnou fazi).
Pfi obou procesech miize dojit ke ztratam analyti, proto se pouzivaji vnitfni
standardy (IS), které maji podobné vlastnosti jako stanovovany analyt, ale ve

vzorku se bézné nevyskytuji. Dokazi rovnéz kompenzovat vliv matrice (26).

Soucasné pouzivané metody mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin, metody
vyvinuté individualné, tzv. in house made metody a chromatografické sety, které
jsou komer¢né dostupné. V nasledujici kapitole jsou uvedeny pfiklady z uvedenych
kategorii, v€etné struéného popisu metody a validacnich parametrd, pfipadné

vyhod.

5.1.1 HPLC s UV detekci

5.1.1.1 HPLC stanoveni vitaminu D; a jeho metabolitd s on-line vymyvanim vzorku
(27)

Tato jednoducha spravna a reprodukovatelna HPLC metoda umoZfiuje soucasné

stanovit 25(OH)D3; a vitamin D3 z krevni plazmy pomoci pfepinani kolon. Metoda je

Casové i finanéné& méneé narocna v porovnani s jinymi metodami (27).

Pro zabranéni a omezeni vzniku proteinovych vazeb analytd ve vzorku, je nutna jeho

Uprava pfed vlastni analyzou, extrakce organickymi rozpoustédly (27).

K analyze byl uZit chromatograficky systém Waters Alliance 2690 HPLC ve spojeni

s Waters 996 photodiode array (PDA) detektorem. Detekce probihala pfi vinové délce

265 nm. Pro nastfik vzorku byl pouzit Sesticestny ventil (Rheodyne type 7125) s 200 pl

smyckou (27).

Pro separaci analytd byla zvolena kolona Cis (250 mm x 4,6 mm; 5 um, Jones

Chromatography). Jako mobilni faze pro gradientovy eluéni mod byly pouzity: (A)
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acetonitril-fosfatovy pufr 5x10° nmol/l a pH 6,5 (20:80 (v/v)) a (B) methanol —
acetonitril - tetrahydrofuran (65:20:15(v/v)).

Cas analyzy byl 16 minut v&etné& reekvilibrace extrakéni pfedkolony a chromatografické
kolony. Na Obr. 6 mizeme vidét chromatogramy po nastfiku 200 ul (A) standardniho
roztoku 25(OH)D; a vitaminu D3, (B) blankové plazmy a (C) plazmy spikované obéma
analyty (15 ng/ml). Porovnani téchto chromatogramu ukazuje, Ze v retencnich €asech
obou analytd nedochazi k zadnym interferencim endogennich slou€enin s analyty.
Retenéni ¢as 10,25 minut potvrzuje pfitomnost pouze 25(0OH)D; a 12,60 minut
vitaminu D3 (27).
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Obr. 6: Chromatogramy ziskané po vstriknuti 200 pl (A) standardniho roztoku 25-OH-D; a vitaminu D3 v 15
ng/ml, (B) lidska blankova plazma, (C) plazma spikovana 15 ng/ml 25-OH-D; a vitaminu D3 (27)

Spravnost metody, ktera byla ovéfena na tfech ruznych koncentracnich urovnich

(tab. 1), dokazuje vysokou ucinnost extrakéni predklony (27).
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tab. 1: Vytéznost metody pro 25 OH Dz a Vitamin Ds z spikované lidské plazmy (27)

Pfidané mnozstvi Nalezené mnozstvi Vytéznost CV (%)
Slou€enina
(ng/ml) (ng/ml) (%) (n=5)
25 OH Ds 8 7,3 91,3 3,00
16 14,6 91,2 1,08
32 31,2 97,5 1,87
Vitamin D3 8 7,4 92,5 3,83
16 15,6 97,5 2,95
32 30,0 93,8 1,30

CV: variaéni koeficient

Nejnizsi koncentrace analytll, ktera mlaze byt touto metodou stanovena s pfijatelnou
spravnosti a presnosti byla 3,0 ng/ml. Limit detekce pro oba analyty byl 0,5 ng/ml.
Metoda je dostateCné citliva pro stanoveni vitaminu D3z (normalni hodnoty v plazmé
0,5-25 ng/ml) a 25(OH)D; (normaini hodnoty v plazmé 10-50 ng/ml) v plazmé. Pfesnost
byla vyjadiena variacnim koeficientem (coefficient of variation, CV). CV intra-day
analyz byl < 2,80%, coz znaci dobrou reprodukovatelnost. Pfesnost inter-day analyzy
neprekro€ila 2,75%, to ukazuje na dobrou stabilitu a opakovatelnost tohoto

popisovaného systému (27).

5.1.1.2 PIné automatizovand HPLC metoda pro stanoveni 24, 25(0OH), D; a 25(0H)
D;_hydroxyvitamind (2)

Tato metoda dokaze soucasné stanovit 24,25(0OH),D; a 25(0OH)D; a vitaminy A a E.
Sklada se z liquid-liquid extrakce (LLE) a solid-phase extrakce (SPE) spojené on-line

s HPLC systémem a detektorem diodového pole (2).

Experimentalni aparatura se sklada z robota Zymate Il Plus (Zymark Co) s perifernim
autosamplerem Pro Star 410 vybavenym 7,5 ml smyckou pro vzorky (Varian) a
automatizovanym solid-phase extraktorem Prospekt (Spark Holland). Oba pfistroje
jsou s kapalinovym chromatografem spojeny on-line (pumpa Varian 240, Varian PDA
detektor 330). Data jsou pfenaSena pomoci softwaru na pocita¢. Pro separaci byla

pouzita ¢asticova kolona Ultrabase Cig (250 mm x 4,6 mm; 5,0 um, Scharlau Science)
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s pfedkolonou Ultrabase Cg (15 mm x 4,0 mm; 5,0 ym, Scharlau Science) a jako SPE
sorbent faze Oasis HLB. Roboticka stanice dale zahrnuje hlavni laboratorni stanici,
centrifugu, vortex, liquid-liquid extraktor, koncentrator a dva stojanky. Systém je

uspofadan kruhovité, jak mizeme vidét na obr. 7 (2).

ROBOTIC STATION
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DATA TREATMENT

Obr. 7: Roboticka stanice, GH: hlavni rameno (general hand), SH: vstfikovaci rameno (syringe
hand), MLS: hlavni laboratorni systém (master laboratory system), PEC: kontrola energie (power
event. controller). Prospekt, SDU: jednotka dodavajici rozpoustédla (solvent delivery unit) (2)

Vzorek byl upraven pomoci LLE a nasledné SPE provedenou dvakrat za sebou.
Mobilni faze (70:30 methanol - izopropanol) pfenasi analyt pfes kolonku na analytickou
kolonu. Postupné dochazi ke zmé&né& mobilni faze a jejiho gradientu (90:10 methanol -
isopropanol). Nasleduje dal§i zména gradientu za vzniku smési 1:1 methanol -
isopropanol. Nakonec systém potfebuje ¢as na obnoveni a reekvilibraci iniciaénich
podminek. Cela analyza trva 35 minut. Eluce je monitorovana fotometricky PDA
detektorem s vinovou délkou 265 nm pro metabolity vitamin D3, 325 nm pro vitamin A a
291 nm pro vitamin E (2).

Ke stanoveni linearity byly pouzity kalibracni kfivky v rozsahu béznych koncentraci
analytd vséru. Pro 24,25(0H),D; dihydroxyvitamin 1 -4 ng/ml, pro 25(OH)D;
hydroxyvitamin 10 - 40 ng/ml, pro vitamin A 300 - 700 ng/ml a pro vitamin E 5 - 10x107

ng/ml. Relativni smérodatna odchylka (RSD) bé&zné uZziti metody byla 4,6% pro
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24,25(0H),D3, 4,9% pro 25(0H)D3, 4% pro vitamin A a vitamin E. Pro 10 kalibranich
kfivek ziskanych z rGznych vzork(, dni a korelaCnich koeficientd, byl determinacni
koeficient (r*) mezi 0,996 a 0,989

tab. 2: Linearita, limity detekce a kvantifikace (2)

limit limit linearni
Analyt B
detekce kvantifikace rozsah
24,25(0H), vitamin 0.10 05 10— 100
D3 (ng/ml)
25(0OH) vitamin Ds 0.05 0.2 15— 100
(ng/ml)
vitamin A (ng/ml) 0,2 0,5 1,0 - 1500
vitamin E (ng/ml) 0,02x10° 0,1x10° 0,1-20

Pfesnost metody byla hodnocena jako opakovatelnost a reprodukovatelnost a
vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka RSD. Pro opakovatelnost byla mezi 3,2 a
6% a pro reprodukovatelnost 4,1 - 10% pro koncentrace 10 ng/ml pro metabolity

vitaminu D3, 300 ng/ml pro vitamin A a 5x10° ng/ml pro vitamin E (2).

Spravnost metody byla odhadnuta na zakladé 6 méfeni sér ospikovanych 3 ng/ml
24,25(0H),D; dihydroxyvitaminu, 10 ng/ml 25(OH)D;z; hydroxyvitaminu, 500 ng/ml
vitaminu A a 5x10° ng/ml vitaminu E. Pfesnost, vyjadiena jako relativni chyba (RE-

relative error) v odhadu pfidané koncentrace byla mezi 1,8 a 3% (2).
Limity detekce a kvantifikace pro tuto metodu jsou uvedeny v tabulce 2 (2).

U této metody dochazi k minimalizaci lidského zasahu. PouZitim popsanych
automatizovanych krokd pro on-line ¢&isténi vzork( dochazi k odstranéni nedistot
podobnych analytim. Zbyvajici latky, které nebyly odstranény, se na chromatogramu
objevuji bud mezi analyty, nebo az za nimi. Moznost opakovaného pouziti extrakéni
kolonky vyrazné snizZila nakladnost analyzy, coz €ini z metody potencialniho cenové
dostupného adepta pro bézné analyzy. Tato plné automatizovana metoda muize
pracovat 24 hodin denné. Kompletni analyza jedno vzorku trva 35 minut, jelikoz se

jednotlivé kroky prekryvaji (2).
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5.1.1.3 Stanoveni vitaminu D pomoci HPLC s Cs, kolonou s reverzni fazi a UV

detekci (15)

Nevyhodou HPLC metod s normalni fazi je, Ze nedokazi separovat metabolity vitaminu

D (napf. 25(OH)D, a 25(0OH)Ds). Proto je vyhodnéjSi pouzit reverzni faze v kombinaci
s UV detekci. KHPLC stanoveni vitaminu D se nejCastéji pouzivaji reverzni
hydrokarbonové kolony Cis. Prokazana také byla vysoka ucinnost reverznich kolon
Cso, které separuji tésné spojené dlouhé fetézce hydrofobnich slouenin. Toho vyuZziva
napf. analyza karotenoidl. VyS$$i obsah organickych slouéenin v mobilni fazi diky
vétSimu hydrofobnimu charakteru kolony Csq umozriuje vice plochy eluéni gradient, coz
usnadfiuje separaci tésné spojenych sloucenin. Na koloné C; je retinol ¢asto eluovan
spolu s 25(0OH)D,, ktery zvySuje €as potfebny na Cisténi vzorku. DalSi vyhodou kolony
C3 je pouziti methanolu a ethanolu jako ucinnych eluentl, coz vedlo k odstranéni
drahého acetonitrilu a zlevnéni analyz. Cilem této studie bylo vyvinout HPLC metodu
s UV detekci, ktera mlize byt pouzita jak pro séra, tak i plazmu riznych druhd a pro

jednoduchou, spravnou a pfesnou analyzu metabolitt vitaminu D (15).

HPLC systém UltiMate 3000 (Dionex Corporation) obsahoval vakuovy
degaser ,autosampler, kolonovy termostat a UV-detektor s promé&nnou vinovou délkou.
Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Cz, (250 mm x 4,6 mm; 5 um, YMC Europe
GmbH) a jako pfedkolona byla pouzita kolona Czp (10 mm x 4 mm; 5 um, YMC Europe

GmbH). Mobilni fazi tvofil ethanol s vodou v koncentranim gradientu (5% - 90%) (15).

Do HPLC systému byly nastfiknuty standardni Cisté roztoky, které obsahovaly
1000 ng/ml 25(OH)D,, 25(OH)Ds;, 1a(OH)D3;, D,, Ds v 85% methanolu. Stabilita
metabolitd vitaminu D pfi saponifikaci byla testovana pfidanim 0, 150, 300, 450 ul KOH
ke standardnim roztokim. Bez ohledu na mnozstvi KOH, pfidani standard( vit. D
zpusobilo narust plochy piku bez interferenci na chromatogramu viz obr. 8. Bez pfidani
KOH kleslo mnozZstvi extrahovanych metabolitd vitaminu D o 20%. Diky zjisténi, Ze
Cisté metabolity vitaminu D jsou odolné k saponifikaci pfi rdzné koncentraci KOH, bylo
nutné vyfesSit, jak dosahnout dostateCné saponifikace plazmatickych triglyceridd a
esterl mastnych kyselin a zaroven je ochranit pfed micelami, které vznikaji v zavislosti
na pfitomnosti velkého mnozZstvi mono-, di- a triglyceridud, ester cholesterolu, atd. Pro
kompletni saponifikaci plazmy s vy§8§im obsahem lipidl, bez vlivu na metabolity, byl
zvolen objem 400 pl KOH (15).
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Obr. 8: Chromatogram po saponifikaci 100 ng standardii 25(OH)D,, 25(0OH)D;, D, a D3 s 450 pl KOH (15)

Spravnost metody pro stanoveni 25(0OH)D,, 25(0OH)Ds, D, a D3 byla zjisténa pfidanim
30 nebo 60 ng Cistych metabolitd vitaminu D ke vzorkim plazmy dobytka, ktery byl
krmen 250 mg D2 a D3 pfiblizné 20 hodin pfed odb&rem vzorkové plazmy. U 25-
hydroxylovanych forem byla u vzorku po pfidani 30 ng metabolitd skoro 100%, zatimco
pfi pfidani 60 ng byla nizSi (tab. 3). Chyba v ramci intra-day analyzy byla v rozmezi
0,9 - 5,9% a inter-day analyzy 0,2 - 1,7% (15).

Detekéni limit byl stanoven jako trojnasobek Sumu zakladni linie a byl vypocitan jako
0,14 ng/ml, limit kvantifikace byl stanoven jako 10 nasobek Sumu zakladni linie na
0,45 ng/ml (15).
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tab. 3: Vytéznost (%) (15)

Metabolity Pfidané Namétené Vytéznost CV % mezi
vitaminu D mnozstvi (ng) mnozstvi (ng) (%) dny*
25(0OH)D, 0 25,6 +0,6
30 56,1+1,7 101,0
60 83,4+0,8 97,4 0,2
25(0OH)D; 0 93,8+1,8
30 1241+ 2,7 100,3
60 145,7+ 1,8 94,8 0,6
D, 0 52,1+31
30 71,127 86,6
60 97,7+ 25 87,2 1,7
Ds 0 107,8+ 4,0
30 1249+ 4,9 90,6
60 1525+ 3,1 90,9 1,7

vysledky jsou prezentovany jako prdmér + smérodatna odchylka, n=5

5.1.2 HPLC s MS detekci

5.1.2.1 Nova kvantitativni analyza 25-hydroxyvitaminu D (25(0OH)D) ze séra pomoci

LC v tandemu s hmotnostni spektrometrii (28)

LC-MS metoda se ukazala jako vhodna pro stanoveni 25(OH)D a nyni je povazovana
za ,zlatou stfedni cestu®. Hlavni vyhodou LC-MS je vysoka specifita a citlivost pfi
stanoveni hladiny 25(0OH)D v séru a eliminace technickych a dalSich problém( u
imunoanalyzy a HPLC s UV detekci. AvSak naro€na pfiprava vzorku a nedostatek
vSeobecné pfijatelnych referenénich metod zabranil rozSifeni LC-MS metody pro
stanoveni 25(OH)D v séru (28).

Zpracovaneé vzorky a kalibracni roztoky byly nastfiknuty na kolonu v reverznim modu
vramci LC-MS analyzy. Systém se sklada z HPLC Shimadzu Prominence LC
(Shimadzu Scientific Instruments) spojeného s API-5000 triple — quadrupolovym

hmotnostnim spektrometrem (Applied Biosystems/MDS SCIEX), ktery je vybaveny
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zdrojem ionizace za atmosférického tlaku (APPI). Chromatograficka separace pouziva
kolonu Supelcosil LC-8 (33 mm x3mm; 3pum, Sigma Aldrich), chranénou
predkolonkou Phenomenex Cg (4 x 2,0 mm, Phenomenex). Rozpoustédlo A je voda, B
ethanol, C 2% roztok ethanolu ve vodé a D toluen. Vstfiknuty vzorek byl nejprve
promyvan rozpoustédlem C, nasledné byl 25(OH)D byl eluovan z kolony za pouziti
gradientu voda/ethanol. Gradient byl linearni od 75% az do 100% ethanolu. Kolona pak
byla promyvana 100% ethanolem do obnoveni LC podminek. Celkovy €as analyzy

jednoho vzorku byl 8 minut (28).

Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim médu. Metabolity vitaminu D 25(0OH)D, a
25(0OH)D; byly stanoveny s vyuzitim MRM prechodld (Multiple Reaction Monitoring,
MRM) (15).

LC-MS metoda byla validovana. Byly zjistény hodnoty limitu kvantifikace LOQ (limit of
quantification), linearity, spravnosti, pfesnosti, vytéznosti (recovery). LOQ byl stanoven
na zakladé sériového zfedéni standardnich roztokd (n = 5/zfedéni) a byl nastaven na
zakladni linie (signal — to — noise ratio) na chromatogramu byl > 10:1. Linearita metody
byla zjisténa linearni regresi s korelaCnim koeficientem r>0,98. Jako nezavisla
kontrola spravnosti, byly pouzity kalibracni roztoky a kontrolni vzorky obsazené v kitu
od Diasorin RIA. Spranost metody je dana rozdilem mezi naméfenou a teoretickou
hodnotou a byla v rozmezi 80 a 120%. Prfesnost byla stanovena ze dvou skupin
vzorkovych sér s vy$8im nebo niz§im obsahem vitaminu D. Vitamin D byl méfen v 5 po
sobé jdoucich dnech (inter- assay) s 5 opakovanimi za den (intra- assay). Intra- assay
pFesnost (precision), vyjadiena jako koeficient variace (CV), byla vypocitana zvlast pro
kazdy den a pak zprimérovana za vSech 5 dni. VytéZznost metody byla stanovena
pfidanim znamého mnozstvi vitaminu D ke vzorkim séra s nizkou a vysokou
koncentraci. Naméfené koncentrace byly porovnany s pfedpokladanymi koncentracemi

a nasledné vyjadfeny v procentech (tab. 4) (28).
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tab. 4: Stanoveni limitu kvantifikace a spravnosti LC-MS metody za pouziti sériové diluce roztokii s obsahem
25(0OH)D; a 25(0H)D; (28)

1. 2. 3. 4. 5.
Pfedpokladana _ _ e _ _ L .
Anal Méfeni  Méfeni Méfeni Méfeni  Méfeni Primér SD* CV** Spravnost
nalyt Koncentrace
(ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (nmolll) (%) (%)
standardu
(ng/ml)

250H- D3 8,0 8,2 8,2 8,1 8,2 8,1 8,2 0,1 0,5 104
4,0 3,9 4,0 4,1 4,0 4,0 4,0 0,2 1,6 102

2,0 1,9 1,8 2,3 2,2 2,0 2,0 05 102 104

1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 0,9 0,9 0,1 54 95

0,5 0,7 0,6 0.4 0,6 0,6 0,6 02 16,0 118

250H-D, 8,0 8,2 8,3 8,4 8,7 8,2 8,3 0,5 2,2 104
4,0 4,3 4,1 4,3 4,3 4,2 4,3 0,1 1,4 105

2,0 2,2 2,0 2,2 2,4 2,1 2,2 0,4 7,2 108

1,0 11 1,2 1,2 1,3 1,3 1,2 0,2 59 118

0,5 0,7 0,7 0,5 0,7 0,7 0,7 0,1 9,0 124

*SD-smérodatna odchylka **CV variaéni koeficient

5.1.2.2 Stanoveni vitaminu D; a 25(OH)D, citlivou LC/MS/MS metodou ze suchych
kapek krve (1)

Tato metoda slouZi k extrakci a stanoveni 25(OH)D; a 25(OH)D, ze suchych kapek

krve (DBS, dried blood spots). Vzorek je zderivatizovan pomoci PTDA (4-fenyl-1,2,4-
triazolin-3,5-dion) a nasledné stanoven LC-MS/MS metodou adaptovanou pro
souCasné stanoveni ergocalciferolovych slouenin 25(OH)D,, které jsou ziskavany

suplementaci vitaminu D a mohou ovlivnit vysledny stav vitaminu D (1).

Vzorky, pfipravené z DBS byly nasledné znovu rozpustény ve smési acetonitrilu (40%)
a vody a byly aplikovany do systému API 4000 QTRAP Triple Quadrupole, Linear lon-
Trap LC-MS/MS (Applied Biosystem), ktery byl propojeny s Dionex Ultimate 3000 LC
systémem. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Zorbax SB-Cg (50 mm x 2,1 mm;
5 um, Agilent). Mobilni fazi tvofila smés acetonitrilu a 0,1% kyselina mravenci (63: 37,
viv). Jak je vidét na obr. 9, hlavni epimér 25(0OH)D; byl eluovan v ¢ase 2 minuty, elucni
Cas epiméru 25(OH)D, byl 2,4 minut. Derivatizované slou¢eniny byly poté analyzovany
systémem APESI-MS/MS v pozitivnim mddu. Derivatizaci 25(0OH)D, a 25(0OH)D; se
ziskaly vzdy dva epimery 6R a 6S. Koncentrace 25(0OH)D, a 25(0OH)D; byly zjistény

z poméru hodnot: plocha pod pikem analytu/plocha pod pikem vnitfniho standardu (1).
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Obr. 9: Dehydratované prekurzory a produkty ionizace (A) derivatizovany 25(OH)D3, (B) derivatizovany 25(OH)D,
a (C) derivatizovany deuterovany 25(0OH)D; ktery byl pouzit jako vnitini standard (1)

Analyza byla validovana v souladu s FDA. Kalibrace byla stanovena z prameérnych
hodnot kalibraénich kfivek 25(OH)D; a 25(OH)D,. Odezva byla u 25(OH)D, nizsi
v porovnani s 25(0OH)D;. Jako nejvysSi koncentrace, ktera mohla byt nalezena, byla
stanovena hodnota 50,1 ng/ml pro 25(0OH)D; a 50 ng/ml pro 25(OH)D,. Vytéznost u
intra-day stanoveni pro 25(OH)D; byla mezi 80 a 118% a pro 25(OH)D, 81 - 108%. Pro

inter-day analyzu stejnych koncentraci byla vytéZnost pro 25(OH)D; 86 - 101% a pro
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25(0OH)D, 80 - 106%. Nepfesnost v intra- analyze byla zjisténa 8 - 13% pro 25(0OH)D; a
11-20% pro 25(0OH)D,, u inter-day analyzy v rozsahu 4-8% (25(OH)D3) a 9 - 20%
(25(OH)D,). Nejnizsi kvantifikovatelné mnozstvi 25(OH)D; (LLOQ) bylo 3,1 ng/ml a u
25(0OH)D; bylo mozné jeSté kvantifikovat 4,4 ng/ml. Limit detekce (LOD) byl pro
25(0OH)D; <0,4 ng/ml a pro 25(0OH)D, byl stanoven 0,8 ng/ml (tab. 5) (1).

tab. 5: Intra- a inter-day nepresnost a vytéznost ve tfrech riznych koncentracich (1)

Intra-day analyza Inter-day analyza
Analyt Koncentrace  vytéznost cv Vytéznost cv
(ng/ml) (%) (%) (%) (%)
25(0OH)D; 5,0 118 8 101 8
20 80 13 86 8
50 104 8 100 4
25(0OH)D, 5,2 97 20 80 18
20,6 81 12 100 20
51,6 108 11 106 9

5.1.2.3 Pokrok ve stanoveni metabolittl a analogl vitaminu D pomoci kapalinové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (5)

Vyhodou LC-MS metod vSeobecné, jak uz bylo fe€eno, je moznost stanovit hladiny jak
jednotlivych metabolitt (25(OH)D, a 25(0OH)D3), tak i celkové mnozstvi 25(OH)D. Proto
tato metoda v posledni dekadé zaznamenala velky narUst a stala se sou€asti mnoha

klinickych laboratofi (5).

1,25(0OH),D se vyskytuje v téle v daleko nizSi koncentraci nez 25(OH)D. BohuZzel
pokusy o rychlejsi a citlivéj§i moznosti stanoveni 1,25(OH),D jsou zatim neuspésné.
Bylo testovano LC-MS stanoveni 1,25(0OH),D na krysim a prase¢im séru, kdy k upravé
vzorku byly pouzity PPE a SPE s pfepinaci kolonou. U této analyzy nebyly nalezeny
Zadné interference s dolnim limitem kvantifikace (LLOQ) 0,02 ng/ml. K analyze byl
pouZit 1ml zvifeciho séra. U lidského séra ale minimalni poZadované mnoZstvi, ze
kterého Ize 1,25(0OH),D stanovit byla 2 ml. Derivatizace pomoci PTAD (4-feny-1,2,4-

triazoli-3,5-dion) dokazala zesilit ionizaci. Pfiprava vzorku byla sice delsi, ale citlivost
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se zvysila az 100 nasobné. Derivatizaci 1,25(0OH),D; vznikly 2 izomery, které nemohly
byt na bézné pouzivané koloné této metody (C,s) odseparovany, proto byla pouzita
kolona delSi (100 mm). Pro lepSi odezvu se zacala vyuzivat kapilarni LC-MS metoda
(ULC-TMS), tim bylo dosaZeno LLOQ 5,2x10° ng/ml pfi pouziti 0,2 ml vzorku. Tato
metoda byla s velkou citlivosti pouZita i ke stanoveni 24,25(0OH),Ds, 24,25(0H),D, a
25(0OH)D;. Casetta a kol.(29) pfidavali k mobilni fazi kyselinu lithnou, ktera tvofila
stabilni slou€eniny s vysokym ionizacnim ucinkem. U této metody nebylo ani po 4
mésicich uzivani a nejméné 6000 nastficich pozorovano zadné zhorseni. Tato metoda
dokazala chromatograficky odseparovat 24R, 25(OH),D; a 25S, 26(OH),D; z
1,25(0OH),D; (5).

5.1.3 Chromatografické kity

5.1.3.1 MSMS vitamin D kit (Perkin Elmer)

Tento kit slouzi ke stanoveni forem 25(0OH)D, 25(0OH)D, a 25(0OH)D; ze séra. Vyuziva
LC-MS/MS, ktera dokaze z jednoho vzorku ziskat souc¢asné hodnoty vSech tfi forem
vitaminu D s vysokou specifitou. Coz je vyhodou MS oproti imunoanalytickym metodam
(30).

5.1.3.2 ClinRep® UPLC® Complete Kit (Recipe)

Tento kit dokaze stanovit_25(0OH)D, a 25(0OH)D; ze séra i plazmy. Vyhodou je rychlost

stanoveni (2 minuty) (31).

5.1.3.3 ClinMass® Complete Kit (Recipe)

Tento kit stanovi 25(0OH)D, a 25(0OH)D; jak ze séra, tak i plazmy. Navic dokaze
odseparovat epimer 3-epi-25-OH-vitamin D; a zabrafiuje tak ziskani faleSnych

vysledkd. Analyza trva 3 minuty (32).

5.1.3.4 Komeréni sety Immuno Tube® (Immunodiagnostik)

Tyto kity jsou specifictéji zaméfené na jednotlivé formy vitaminu D. Pomoci LC-MS/MS
metody se stanovuji 1,25(0H),D, a 1,25(0OH),D;. 25(0OH)D, a 25(0OH)D; se stanovuji
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pomoci HPLC s normalni nebo reverzni fazi a UV detekci nebo pomoci LC-MS/MS
(33).

5.1.3.5 Komeréni sety MassChrom® (Chromsystems)

Tyto kity vyuzivaji jak HPLC-UV metodu, tak i LC-MS/MS. Set zaloZzeny na LC-MS/MS
dokaze stanovit a oddélit 25(0OH)D, a 25(0OH)D; od jejich epiforem 3-epi-25(0OH)D, a 3-
epi-25(0OH)D;. Kity vyuzivajici HPLC s UV detekci stanovi 25(0OH)D; a 25(0OH)D, bud
na zakladé izokratického HPLC systému nebo vyuZivaji online solid phase extrakce

vzorku prfed vstupem na kolonu (34, 35, 36).

5.2 Imunologické metody

Dnesni komeréni imunoanalyzy maji podobu kitud, které jsou bud uréeny k manualnimu
vyuziti, nebo jako platformy pro analyzatory. V dobé narustu pozadavkl( na vySetfeni
vitaminu D vzrostla i popularita automatickych platforem. Prvnim automatickym
procesem byla chemiluminiscenéni kompetitivni protein vazajici analyza (Nichols).
Bohuzel nebyla schopna pIné stanovit 25(OH)D,. Automatizované platformy LIAISON
(DiaSorin) vyuzivaly principu chemiluminiscenéni imunoanalyzy. Pozdéji byla metoda
jesté vylepSena — LIAISON Total. VS8echny pracovaly se stejnymi protilatkami.
Platformy Cobas a Elecsys (Roche) pracuji na principu elektrochemiluminiscence a
jsou specifické pro 25(OH)D3. Mezi manualni imunoanalyzy se fadi EIA, ktera muze byt
provedena také na automatickych platformach — NEXgen a Triturus, jako ELISA (IDS)
(26).

5.2.1 Chemiluminiscenéni metody

5.2.1.1 LIAISON 25(0OH)D (DiaSorin)

Slouzila ke kvantitativnimu stanoveni 25(OH)D a vyuZivala pfimé kompetitivni
chemiluminiscenéni imunoanalyzy. Magnetické Céastice byly potazeny specifickymi
protilatkami vitaminu D (pevna faze- solid phase) a na vitamin D se navazal derivat
isoluminolu. Béhem inkubace doSlo k rozrudeni proteinovych vazeb vitaminu D a ten
soutézil se znaCenym vitaminem D o vazebna mista na protilatce. Po inkubaci byly
nevyvazané latky vymyty a byla pfidana reagencie, ktera nastartovala

chemiluminiscencni reakci. Svételny signal byl méfen fotonasobi¢em jako relativni
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svételna jednotka (RLU). Tato metoda byla v roce 2008 nahrazena metodou LIAISON
Total (26).

5.2.1.2 LIAISON 25(OH)D Total (DiaSorin)

Jedna se o vylepSenou metodu LIAISON 25(OH)D, ktera pracuje na stejném principu a
se stejnymi protilatkami, ale inkubace probiha ve dvou stupnich. Nejprve dojde
k uvolnéni vitaminu D z proteinovych vazeb a nasledné k navazani protilatky na pevné
fazi. Inkubace trva 10 minut. Ve druhé fazi potom dochazi k 10 minutové inkubaci
s radioindikatorem (vitamin D s navazanym isoluminolem). Nevyvazany material je
nasledné vymyt a pfida se startovaci reagencie. Detekce se provadi fotonasobicem,
ktery méfi svételny signal. Vysledek je uvadén jako RLU a je nepfimo umérny
koncentraci 25(0OH)D v kalibracnich roztocich, vzorcich a kontrolnich vzorcich. DalSim
rozdilem oproti DiaSorin LIAISON je pouziti kalibra¢nich roztokd s lidskym sérem misto
koriského (19, 26).

Pfesnost této metody podle DEQAS byla v roce 2008 15,5% a CV mezi 8 - 10%. P¥i
porovnani metody LIAISON a LIAISON Total proti LC-MS/MS vySla s mensi
systémovou chybou, vyS8im korelaénim koeficientem a niz§imi hodnotami CV
vylepSena verze LIAISON Total, ktera je také nejCastéjSi metodou vramci studie
DEQAS (26).

5.2.1.3 Centaur (Siemens)

Jedna se o jednokrokovou kompetitivni imunoanalyzu, ktera vyuziva monoklonalni
protilatky znaCené antifluorosceinem, které jsou uchyceny na paramagnetickych
mikroCasticich, protilatku znaCenou esterem akridinu a analog vitaminu D znageny
fluoresceinem. Do kyvety se vzorkem (20 pl) a pufrem je po 4 - 5 minutach pfidana
protilatka znaCena esterem akridinu. Dojde k vyvazani 25(0OH)D. Dale je pfidan analog
vitaminu D znaceny fluorosceinem a paramagnetické ¢astice se znaenou protilatkou.
Po reakci se kyveta promyje a pfida se startovaci reagenci vyvolavajici
chemiluminiscencni reakci. Vysledek se udava v RLU a je nepfimo umérny koncentraci
25(OH)D (37).

Pfesnost metody byla stanovena na zakladé CV mezi 8,8% pro koncentraci 7,65 ng/ml
a 2% pro koncentraci 123,36 ng/ml 25(OH)D (tab. 6). Citlivost analyzy byla 2,4 ng/ml
(37).
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tab. 6: Pfesnost analyzy (37)

SD-béhem CV-béhem

Pramér . . SD-celkova CV-celkova
vzorek analyzy analyzy

(ng/ml) (ngim) o) (ng/ml) (%)
1 7,65 0,65 8,5 0,67 8,8
2 10,65 0,85 8,0 1,07 10,1
3 13,11 0,84 6,4 0,91 6,9
4 15,87 1,02 6,4 1,18 7,4
5 18,40 1,31 7,1 1,44 7,8
6 22,63 1,79 7,9 1,79 7,9
7 59,75 1,76 3,0 1,92 3,2
8 99,63 1,95 2,0 2,07 2,1
9 112,74 1,98 1,8 3,07 2,7
10 115,71 1,98 1,7 2,55 2,2
11 123,36 2,29 1,9 2,51 2,0

5.2.1.4 Architect (Abbott)

Jde o jednokrokovou imunoanalyzu, ktera vyZaduje upravu vzorku. Upraveny vzorek je
dale pouzit pro analyzu, kdy je k nému pfidan roztok s paramagnetickymi ¢asticemi, na
kterych je pfitomna protilatka proti 25(OH)D. B&éhem inkubace vznika smés, ve které
dojde k navazani vitaminu D ze vzorku na protilatky navazané na mikroc¢asticich. Po
inkubaci je pfidana smés obsahujici analog vitaminu D znaceny biotinem v komplexu
s esterem akridinu, ktery obsadi volna mista na protilatce. Nasleduje promyti a pfidani
startovacich reagencii.

zarizeni a je udavano v RLU. Piesnost analyzy (CV) je < 10%. Stanoveni ma dobry

korelac¢ni koeficient 0,90 s LC-MS/MS (38, 39).
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5.2.2 Elektrochemiluminiscence

5.2.2.1 Modular 25(0OH)D (Roche)

Tato kompetitivni metoda je zalozena na vazbé streptavidin-biotin. Vyuziva
polyklonalni ov¢i protilatky proti 25(OH)D3; znacené radioaktivnim rutheniem. Vitamin D
obsazeny ve vzorku soutézi o vazbu na antigen, ktery se nachazi na mikroCasticich

pokrytych streptavidinem (26).

Bé&hem prvni inkubace dochazi ke kompetitivnimu navazani 25(0OH)D; ze vzorku a
znaceného biotinu na protilatky. Ve druhém kroku inkubace vznika komplex biotin-
25(0OH)Ds-anti-25(0OH)D spojeny s mikro€asticemi pomoci interakce biotinu a
streptavidinu. Castice jsou pomoci magnetu vychytavany na elektrodé a vloZenim
napéti dochazi ke vzniku chemiluminiscenéni emise, ktera je detekovana

fotonasobi¢em a je nepfimo umeérna koncentraci 25(0OH)D (19).

Ro¢ni prdmérna presnost v ramci DEQAS byla 16,7%. Metoda méla dobrou shodu
s RIA metodou a LC-MS/MS, ale rGznila se u jednotlivych pacientd. Pfi 3 rlznych
koncentracich méla rizné CV béhem analyzy. Pro koncentraci 19,5 ng/ml byl CV
béhem analyzy 5,1% a celkovy CV 12,1%, pro 30,9 ng/ml 3,1% a 7,4% a pro
50,5 ng/ml byly hodnoty pribézného CV 7.1% a celkového CV 10.6%. Vysledky ze
vzorku plazmy byly daleko vy$$i nez vysledky ze séra. Nevyhodou této metody je, Zze
nedokaze stanovit samotny 25(OH)D; (26).

5.2.3 RIA (DiaSorin)

Stanoveni 25(0OH)D pomoci RIA metody se sklada ze dvou kroku. A jedna se o metodu
manualni. Nejprve dochazi k extrakci 25(OH)D a dalSich hydroxylovanych metabolitt
do acetonitrilu a nasleduje kompetitivni analyza se specifickymi protilatkami (osli anti-
kozi). Vzorek je inkubovan s protilatkami a radioindikatorem *#°| pfi 20 - 25°C 90 minut.
Asi po 20 minutach inkubace je dokonlena faze separace. Dochéazi k vysrazeni
komplexu se sekundarni protilatkou (precipitacni €inidlo). Po inkubaci je pfidan pufr,
ktery brani vzniku nespecifickych vazeb a smés je zcentrifugovana. K detekci je
pouzivan gama oscilator Genesis. Tato metoda dokaze stanovit 25(OH)D i jeho
hydroxylované metabolity 25(OH)D, a 25(OH)D; (26, 40, 41).

Metoda vykazovala systémovou chybu (bias) v roce 2004 v programu DEQAS mensi
nez 1%. Pramérna ro¢ni pfesnost metody (CV %) byla mezi 16 a 20,5%. Limit detekce

podle dostupnych informaci byl kolem 1,6 ng/ml. A vytéZnost v porovnani s HPLC byla
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dle dostupnych studii zroku 2009 vrozmezi 91-100% pro oba metabolity, jak
25(0OH)D, tak i 25(0OH)D3 (26).

5.2.4 ELISA (Eagle BioSciences)

Stanoveni vitaminu D pomoci ELISA (Enzyme Linked ImunoSorbent Assay) metody se
provadi ze séra nebo plazmy. Nejdfive jsou nafedény jak kalibraCni roztoky, tak i
vzorek vitaminem D znaCenym biotinem a jsou napipetovany do mikrotitracnich
destiCek s navazanymi protilatkami proti 25(OH)D. Pfi nasledné inkubaci dochazi ke
kompetitivnimu navazani vitaminu D ze vzorku a znadeného 25(OH)D na protilatky na
mikrotitracnich destickach. Nasleduje promyti, které odstrani nenavazané znacené
latky. BEhem druhé inkubace se navaze peroxidazou znacCeny streptavidin. PFi treti
inkubaci je pfidan substrat tetramethylbenzidin (TMB), ktery spousti barevnou reakci
peroxidazy. Intenzita zabarveni je nepfimo Umérna koncentraci vitaminu D ve vzorku
(42).

Spodni limit detekce (LLOD) se stanovi zvypoétu priamémé hodnoty
koncentrace blanku minus 3 x (SD). Detekéni limit pro 25(OH)D je 1,6 ng/ml (42).

5.3 Hodnoceni presnosti a spravnosti stanoveni vitaminu D na

mezinarodni urovni DEQAS

Vroce 1989 byl zaloZen program pro mezinarodni vyhodnoceni vnitini kvality
stanoveni metabolitd vitaminu D (The International Qality Assessment Scheme for
Vitamin D Metabolites, DEQAS). Jeho prvotnim cilem bylo zlep3it spolehlivost
stanoveni 25-hydroxyvitaminu D (25(OH)D). V roce 1997 byl program rozSifen i na
stanoveni 1,25-dihydroxyvitaminu D (1, 25(0OH),D). Pro zlepSeni pfesnosti a spravnosti
stanoveni byly u€astnikim programu pravidelné posilany vzorky séra. VSechny
laboratore, které se ucastnily studie a splnily zadani, dostaly certifikat. Prvni ukol v roce
1997 vyzadoval minimalné 80% shodu s limitem * 33% vysledku ALTM (All Laboratory
Trimmed mean). Rozsah limitu ALMT se ¢asem snizil na £ 30% v roce 2000 a béhem
nasledujicich let se pravdépodobné jesté zpfisni (43).

Naroky na analyzy slouzici ke stanoveni 25(OH)D a 1,25(0OH),D byly nepochybné
zvySeny na zakladé uvedeni komerCnich kitd, ty byly navrzeny tak, aby zjednodusSily
stanoveni i v nespecializovanych laboratofich. U bézné stanovovanych analytl je

spolehlivost vysledkll stanovena na zakladé ucasti ve studii, ktera se zabyva
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vyhodnocenim vnéjsi kvality. A jsou dokonce soucasti akreditace. Komunikace mezi
ucastniky a organizatory studie v dnedni dobé je usnadnéna diky internetu. Soucasti
studie byl i dotaznik (43).

Vzorky byly ziskany od anonymnich pacientd s polycythémii, ktefi podstoupili
venesekci. Sérum bylo zamraZeno pfi - 40°C a pfed distribuci rozmrazeno, vy3etieno
na hepatitidu B, C, HIV a sterilizovano. Dale bylo skladovano pfi 4°C a rozdéleno do
vzorkl posilanych u€astnikim studie. V roce 2003 byl rozeslan u€astnikim se vzorky i
dotaznik tykajici se pouzitych metod, referencnich rozmezi a nazori na studii. Z
doSlych vysledkd byla vypoditdna smérodatna odchylka, spravnost jednotlivych
vysledkd byla uréena vypoctenim % systémové chyby (bias) z ALTM. Po vyhodnoceni

kazda zucastnéna laboratof obdrzela hodnoceni (43).

Studie se v roce 2000 zuc&astnilo 13 zemi a pozdéji se pocet rozsifil o dalSich 5 statd.
Vyplnéné dotazniky vratilo 55 laboratofi. Kazdy u€astnik musel zodpovédét otazku, jak
stanovili jejich vlastni referenéni rozmezi obou analytll a koncentraci vit. D, kdy uz je
nutna suplementace, tzv. intervenéni hladinu. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi 10
az 100 nmol/l (median 4), pficemz vic jak polovina dotazanych uvadéla hodnoty mezi
30 a 50 nmol/l. Rozmezi pro 1,25(0OH),D uvedlo 22 respondentl z 37 rizné Siroké, ale
horni a dolni median koncentrace byl 84,5 a 0,02 ng/ml. Asi 22% dotazanych si nebylo
jisto, zda se v jejich lokalité uziva lé€ba vitaminem D, nebo Ds. A vétSina (52%) analyz

je délana na vyzadani (43).
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6. Porovnani metod

Ke stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd 25(OH)D v biologickém materialu se
v souasné dobé vyuziva fada rlznych metod, jejichz prehled byl tématem této
bakalarské prace. Jak jiz bylo zminéno, velkym problémem uzivanych metod je jejich
standardizace a moznost korelace vysledkl ziskanych v rGznych laboratofich na

zakladé ruznych diagnostickych pfistupu.

Pro mozné porovnani chromatografickych metod byla v roce 2010 vyvinuta spole¢nosti
NIST (National Institut of Standard and Technology) chromatograficka referencni
metoda. Tato metoda dokéZze svysokou spravnosti a menSi nachylnosti
k interferencim stanovit hladinu 25(OH)D ze séra pomoci LC-MS/MS. Proto NITS
vyhodnotil tuto referenéni metodu, kterou Ize stanovit hladiny 25(OH)D, a 25(OH)Ds,
jako novou referenéni metodu (NRM) ke stanoveni vitaminu D, kterd bude slouzit
k validaci spravnosti LC-MS/MS metod. Jako vnitfni standard byly pouZity
deuterizované slouceniny 25(0OH)D,-d; a 25(OH)D;-ds. 25(0OH)D, a 25(OH)D; byly
soucasné spolu s deuterizovanymi vnitfnimi standardy extrahovany ze séra a nasledné
odseparovany pomoci LC-MS/MS. Spravnost metody byla stanovena na zakladé
vytéznosti vzorkG spikovanych znamym mnozstvim 25(OH)D. Absolutni navratnost
25(0OH)D; 92% a pro 25(0OH)D; 97%. CV byl 0,2 - 0,6% pro hladinu > 1 ng/ml 25(OH)D
a mezi 2% pro hladinu < 1ng/ml 25(0OH)D. Vysoka spravnost a presnost s nizkou

hladinou interferenci umoznily pouzivat tuto metodu jako referencni (44).

Stejna spole¢nost (NITS) ve spolupraci s National Institutes of Health’'s Office of
Dietary Supplements v roce 2011 vyvinula certifikovany referenni standard (standard
reference material) SRM 972, ktery dokaze stanovit spravnost u klinickych stanoveni
vitaminu D ze séra a muze byt pouzit jako doplfujici test pfi kontrole metod pro

stanoveni vitaminu D (45).

V oblasti imunologickych metod jsou nejCastéji pouzivané: DiaSorin Liason 25(0OH)D
Total (CLIA) a Roche Modular 25(OH)D (ECLIA), které byly porovnavany vaci RIA
metodé (19).

Podle DEQAS zledna 2009 byla smérodatna odchylka (SD) testovaného vzorku
uréena z vysledkd pro vSechny metody 2,0 £2,5 ng/ml a variaéni koeficient (CV)
12,9%. Pro RIA byla SD 19 £ 3,2 ng/ml a CV 16,5%, pro LIAISON Total byla hodnota
SD 19 + 2,43 ng/ml a CV 12,9% a pro Roche byla SD 21,2 + 2,4 ng/ml a CV 11,3%
(29).
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Pro stanoveni pfesnosti bylo pouzito 5 sér uréenych pro kontrolu kvality (kity, in house
made sady a vzorky séra pacientl) a méfeni se opakovalo 2 — 6x ve 3 -5 cyklech.
Presnost (CV%) v prubéhu analyzy byla pro RIA metodu 6,8 - 12,9%, pro LIAISON
2,8 -8,1% a pro Roche 1,9 - 5,5%. A celkova pfesnost byla pro RIA, LIAISON, Roche:
7,4-145%, 7,3-17,5% a 7,6 - 14,5% v tomto poradi. Pfi porovnani se dale zjistilo, ze
LIAISON ma lepsi korelaci (r = 0,918) a shodu (bias = - 0,36 ng/ml) s RIA metodou nez
Roche, ktery ma korelaci (r = 0,871) a bias = - 1 ng/ml (obr. 10) (19).
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Obr. 10: Porovnani metod RIA vs. Liason (A) a (B) RIA vs. Roche (19)
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tab. 7: Porovnani metod (19)

RIA

LIAISON Total

Roche

forma analyzy

platforma

objem vzorku

typ vzorku

Cas stanoveni

citlivost

presnost v prabéhu (CV%)

pfesnost celkova (CV%)

exrakce, rovnovaha RIA
manualni

50 pl

sérum/plazma

110 min.

od 1,5 ng/ml
6,8-12,9%

74-145%

pfima, kompetitivni, CLIA
automatizovana

25l

sérum/plazma

20 min.

4,1 -152,5 ng/ml
28-81%

73-175%

pfima, kompetitivni, ECLIA
automatizovana

35l

sérum/plazma

18 min.

4,1-101,7 ng/ml
19-55%

76-145%

Na zakladé ziskanych udaju bych jako nejvhodnéjsi metodu pro stanoveni vitaminu D a

jeho metabolitll vybrala z automatickych imunologickych metod LIAISON Total. Jeho

shoda s RIA metodou vysla Iépe nez Roche a dalSim divodem je moznost stanoveni i

dalSich metabolit( vitaminu, nejen celkového vitaminu D.

U ELISA analyzy byl zjistén limit detekce (LOD) 1,6 ng/ml. U analyzatoru Architect

firmy Abbott byla zjisténa pfesnost analyzy (CV) <10% a dale vykazoval dobry

korelaéni koeficient s LC-MS/MS. Analyzator Centaur firmy Siemens vykazoval
pfesnost stanoveni vitaminu D (CV) 2 - 8,8% (37, 42, 39).
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7. Zaveér

Cilem této bakalarské prace bylo vytvofit pfehled soucasnych moznosti a metod
pouzivanych pro stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd v biologickém materialu.
VSechny dostupné metody Ize rozdélit do dvou hlavnich skupin, které tvofi

imunologické a chromatografické techniky.

Z imunologickych technik Ize pro stanoveni vitaminu D a jeho metaboliti vybrat z celé
Skaly metod, které jsou vtéto praci detailné popsany. Pracuji na principu
chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence, radioimunoanalyzy nebo ELISA.
V soucasnosti s celosvétovym narlistem pozadavkl na stanoveni vitamin D v Klinice,
prevladaji v biochemickych rutinnich laboratofich komeréné dostupné imunologicke kity
pouzitelné v biochemickych analyzatorech. Dfive se vyuZivala pfedevdim RIA metoda,
ktera dokaze stanovit 25(OH)D i jeho metabolity, ale také je asové naro¢na a navic se
ke stanoveni pouZivaji pro organismus nebezpelné radioaktivni latky. Proto byla
nahrazena metodami, které pracuji na principu CLIA, ECLIA nebo ELISA. Jako metodu
prvni volby bych zvolila LIAISON Total (DiaSorin), ktery v porovnani s RIA (DiaSorin)
metodou vykazoval nejlepSi shodu a navic dokaze stanovit nejen celkovy vitamin D,

ale i jeho metabolity. Coz je vyhoda oproti jinym metodam napf. Roche nebo Abbot.

Prestoze imunologické techniky prosly velkym vyvojem a byla odstranéna fada jejich
nedostatkd, hlavné jiz zminéna mozna faleSna pozitivita vysledkd diky interferencim,
nabyva v posledni dobé na vyznamu druha skupina metod zaloZzenych na
chromatografii. Obrovskou vyhodou téchto metod je moznost separace jednotlivych
forem a metabolitll vitaminu D, coz umozni zvysSit specificitu stanoveni. Dalsi zlepSeni
pfineslo spojeni chromatografické separace s detekci pomoci hmotnostniho detektoru.
V soucasné dobé existuje cela fada tzv. , in house made®“ metod, a jak bylo dolozeno,
v této bakalaiské praci jsou dostupné i komeréné vyrabéné chromatografické Kkity.
Nevyhodou téchto kitl je jejich finanéni naro¢nost a pozadovana instrumentace, ktera

je pro mensi laboratofe nedostupna.

Daldsim dlouhodobé& feSenym problémem vSech dostupnych metod byla jejich
standardizace. S rozvojem moznosti stanoveni se také objevuje snaha o standardizaci
stanoveni pomoci referenénich metod a materiald. Tento problém byl vyfeSen diky
NIST zavedenim mezinarodniho referenéniho standardu SRM 972 a referenéni
chromatografické LC-MS/MS metody. Na jejim zakladé Ize jednotlivé metody vzajemné
porovnat mezi sebou, standard SRM 972 ma slouzit k ovéfeni spravnosti pfi stanoveni
vitaminu D ze séra a muze byt pouzit i jako kontrola metod pro stanoveni vitaminu D.

Standardizace stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd v biologickém materialu pfispéla
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ke zkvalitnéni analyz, ale zarovern oteviela cestu k novym poznatkim o vyznamu

vitaminu D pro lidsky organismus.
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8. Zkratky

1,25(0OH), Ds: 1,25 - dihydroxyvitamin D3
1,25(0OH), D,: 1,25 - dihydroxyvitamin D,
24,25(0H), D3: 24,25 - dihydroxyvitamin D5
24,25(0H), D,: 24,25 - dihydroxyvitamin D,
25(0OH)D: 25 - hydroxyvitamin D

25(0OH)D3: 25 - hydroxyvitamin Ds

25(0OH)D;,: 25 - hydroxyvitamin D,

ALMT: primérna hodnota vSech laboratofi (All Laboratory Trimmed mean)
APCI: chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI: ionizace za atmosférického tlaku

HPLC: vysoce ucinna kapalinova chromatografie
CLIA: chemiluminiscence

CV: varia¢ni koeficient

DBS: suché kapky krve (dried blood spots)

DEQAS: mezinarodni vyhodnoceni vnitini kvality stanoveni metabolitd vit. D (The

International Qality Assessment Scheme for Vitamin D Metabolites)
ECLIA: elektrochemiluminiscence
EIA: enzym immunoassay
ELISA: Enzyme-linked imunosorbent assay
FDA: Food and Drug Administration
FT-ICR: Fourierova transformace ion-cyklotronové resonance
IDS: Immunodiagnostics
LC: kapalinova chromatografie
LC-MS: kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
LC-MS/MS: kapalinova chromatografie s hmotnostnimi spektrometry v tandemu
LLOD: spodni limit detekce

LLOQ: spodni limit stanovitelnosti
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LOD: limit detekce

LOQ: limit stanovitelnosti

LLE: extrakce do kapaliny

MRM: multiple reaction monitoring
NIST: National Institut of Standard and Technology
PDA: fotodiodovy detektor

PPE: extrakce vysrazenim protein(
PTDA: 4-feny-1,2,4-triazoli-3,5-dion
r: korelacni koeficient

r’: determinadni koeficient

RIA: radioimunoanalyza

RLU: relativni svételna jednotka
RSD: relativni smérodatna odchylka
SD: smérodatna odchylka

SPE: extrakce do pevné faze

SRM 972: referen¢ni standard 972
TMB: tetrametylbenzydin

TOF-MS: €as doletu s hmotnostnim spektrometrem
TPA: tripropylamin

VDBP: protein vazajici vitamin D
vitamin D3 cholekalciferol

vitamin D,: ergokalciferol
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