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1. Úvod a cíl práce 

Vitamin D a jeho deficit je v dnešní době spojován s řadou onemocnění, od 

osteomalacie, osteoporózy až po roztroušenou sklerózu, diabetes či rakovinu. Díky 

novým poznatkům o jeho pleiotropním účinku na lidský organismus došlo v posledním 

desetiletí celosvětově k obrovskému nárůstu stanovení vitaminu D pomocí chemických 

analýz plazmy. Např. v Austrálii mezi lety 2000 a 2010 vzrostl průměrný počet z 23 tisíc 

na 2,2 milionu vyšetření ročně (1, 2, 3). 

Vitamin D je nejčastěji stanovován v séru a plazmě pomocí chromatografických metod 

(HPLC a LC-MS/MS) nebo imunologickými metodami, které pracují na principu 

chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence, radioimunoanalýzy nebo ELISA. 

Vzhledem k rostoucí oblibě a požadavkům na stanovení vitaminu D i v České 

republice, je cílem této bakalářské práce přehled a zhodnocení současných možností 

jeho stanovení v biologickém materiálu. 
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2. Vitamin D 

Vitamin D patří mezi lipofilní vitaminy a lze ho považovat za hormon, který je tvořen z 

derivátu cholesterolu v lidském těle díky fotolytické reakci ultrafialového záření (UV B) 

na kůži. Množství takto vzniklého vitaminu závisí na době vystavení jedince 

slunečnímu záření, zeměpisné šířce, roční době a dalších faktorech jako je např. 

množství melaninu v kůži. Tímto způsobem získá tělo cholekalciferol (vitamin D3) jehož 

prekurzorem je 7-dehydrocholesterol. Druhou formu vitaminu D přestavuje 

ergokalciferol (vitamin D2), který je tvořen z ergosterolu v houbách a plísních. Lidský 

organismus si tento izomer nedokáže sám syntetizovat a získává jej v podobě živin 

z potravy. Obě formy, cholekalciferol i ergokalciferol, mají shodný biologický účinek. 

Všechny lipofilní vitaminy hrají důležitou roli v prevenci rakoviny, kardiovaskulárních 

nemocí, dále při koagulaci (γ-karboxylace inaktivních srážecích faktorů). Vitamin D jako 

pleiotropní hormon reguluje buněčnou proliferaci a diferenciaci, minerální 

metabolismus, imunitní odpověď a funkci mozku v závislosti na jeho vlivu na mnoho 

intracelulárních procesů. Zásadní roli má v metabolismu vápníku. Aktivní hormony 

regulují vstřebávání vápníku z gastrointestinálního traktu, exkreci vápníku ledvinami a 

metabolismu vápníku v kostech (2, 4). 

Obě formy vitaminu (D2 a D3) jsou metabolizovány hydroxylací pomocí enzymů 

v játrech na 25-hydroxyvitamin D3 (25(OH)D3) a 25-hydroxyvitamin D2 (25(OH)D2) 

(Obr. 1). Hladiny těchto metabolitů v plazmě vypovídají o fyziologickém stavu vitaminu 

D. Metabolity 25(OH)D3 a 25(OH)D2 jsou dále metabolizovány převážně ledvinami, 

v menší míře také placentou, buňkami granulomatózní tkáně a kostmi na 1,25-

dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3), 1,25-dihydroxyvitamin D2 (1,25(OH)2D2) nebo jiné 

sloučeniny (3). 
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Obr. 1: Schéma metabolismu vitaminu D (5) 
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3. Historie stanovení 

V roce 1971 byla Haddadem, Chyu a Belseyem (6, 7) představena metoda, která 

využívala proteiny vázající vitamin D a radioaktivně značené tritium obsahující 

25(OH)D3 (8). 

První použitelná přímá analýza pomocí HPLC s UV detekcí byla popsána v roce 1977. 

Hlavní výhodou této chromatografické metody byla možnost stanovit oba metabolity 

(vitamin D2 a D3) samostatně (8). 

V roce 1985 popsali Hollis a Napoli (9) radioimunoanalytickou (RIA) metodu, která 

slouží ke kvantitativnímu stanovení vitaminu D. Tato metoda je velice citlivá, ale 

nevýhodou je její komplikovanost a technická náročnost pro laboratoř, protože 

vyžaduje dodržení bezpečnostní normy pro práci s radioaktivním materiálem (8).  

Fluorimetická analýza pro vitamin D3 byla popsána v roce 1991 Shimitzu a kol. (10). 

Ačkoliv je tato metoda srovnatelná s HPLC-UV metodou, vyžaduje fluorescenční 

značení a užití radioaktivních standardů (8).  

Roku 1993, Hollis a kol. (11) ve spolupráci s DiaSorin Corporation (Stillwater, MN) 

představili vylepšení jejich dřívější RIA metody. Tato verze ale nesplnila normy metody 

pro měření celkového cirkulujícího vitaminu D. V roce 2004 DiaSorin Corporation 

představil novou metodu pro stanovení vitaminu D v séru za použití 

chemiluminiscenční metody (12). Tato metoda byla plně automatizována na 

analyzátoru LIAISON. Tato velmi specifická, správná a citlivá automatizovaná technika 

nahradila vylepšenou RIA v kvantitativním stanovení celkového vitaminu D z plazmy 

nebo séra (8). 

V roce 2005 Maunsell a kol. (13) představil novou metodu, která využila spojení HPLC 

s hmotnostní detekcí (LC-MS). Tato technika má schopnost oddělit a teoreticky s větší 

specifičností stanovit množství obou metabolitů vitaminu D v porovnání s jinými 

metodami. Později byly představeny další velmi citlivé a přesné metody LC-MS, pro 

většinu výzkumných a klinických laboratoří byly ale příliš drahé (8). 

 

 

 

 



9 

4. Metody používané ke stanovení 

Ke stanovení vitaminu D a jeho metabolitů 25(OH)D v biologickém materiálu jsou 

využívány různé analytické techniky. Vitamin D se nejčastěji stanovuje ze séra a 

plazmy pomocí chromatografických metod (HPLC a LC-MS/MS) nebo 

imunochemickými metodami, které pracují na principu chemiluminiscence, 

elektrochemiluminiscence, radioimunoanalýzy nebo ELISA. Mnoho imunochemických 

metod je založeno na využívání proteinů vázajících vitamin D (vitamin D binding 

protein, VDBP), které se běžně vyskytují u různých živočišných druhů. Nevýhodou 

těchto metod jsou významné interference, proto většina z nich není schopna 

kvantitativně rozlišit jednotlivé metabolity vitaminu D. Postupně byly proto nahrazeny 

RIA metodou. Ta využívá radioaktivně značené indikátory (3 H-, 125 I-). Navíc byla 

vyvinuta automatizovaná analýza založená na chemiluminiscenci, která ke stanovení 

využívá VDBP nebo specifické protilátky. Díky těmto analýzám se stalo vyhodnocení 

vitaminu D lépe přístupné pro lékaře (14). 

V poslední době je nejčastěji volenou metodou kapalinová chromatografie ve spojení s 

tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC-MS/MS). Ačkoliv se jedná o nákladnou 

metodu, která požaduje i výborné technické zkušenosti, umožní kvantitativně stanovit 

jednotlivé metabolity vitaminu D (15). 

 

4.1 Chromatografické metody 

Chromatografické metody jsou účinné separační metody, které slouží k oddělení 

analyzovaných složek ze směsi a zároveň k jejich kvalitativní i kvantitativní analýze. 

Jejich přednosti se využívá především při analýzách směsí látek, kdy ostatní analytické 

metody nelze principiálně použít. Vzhledem k tomu, že většina přírodních látek jsou 

složité sloučeniny, chromatografické metody mají při jejich analýze velký význam (16). 

U chromatografických metod dochází k mnohonásobnému ustavování rovnováh 

součástí analyzované směsi mezi dvěma vzájemně nemísitelnými fázemi. Stacionární 

fáze (nepohyblivá) zadržuje různou měrou jednotlivé součásti analyzované směsi, 

mobilní fáze (pohyblivá) vymývá (eluuje) jednotlivé součásti analyzované směsi ze 

stacionární fáze a nese je ve směru toku, čímž dojde k jejich separaci. Stacionární fáze 

přitom může být pevná (sorbent) nebo kapalná. Mobilní fáze je buď kapalina (eluční 

činidlo) nebo plyn (nosný plyn). Hybnou silou  chromatografického systému je tok 

mobilní fáze, který unáší ionty nebo molekuly. Dělení látek v systému je závislé na 

brzdící síle (retenci), která působí selektivně: některá látka je zadržována více, jiná 



10 

méně. Při chromatografickém procesu dochází k ustanovování dynamické rovnováhy 

mezi vratnou sorpcí stacionární fáze a desorpcí do mobilní fáze. Rychlost postupu látky 

závisí na sorpční rovnováze, tj. čím pevněji je látka sorbována na stacionární fázi, tím 

pomaleji je v chromatografickém systému vymývána (16). 

 

4.1.1 Kapalinová chromatografie   

Kapalinová chromatografie je vhodná pro separaci i tepelně nestálých a netěkavých 

sloučenin, jelikož pracujeme za laboratorní teploty a není nutné převádět vzorek na 

plyn. Mobilní fází je zde kapalina. Na separaci látek ve vzorku se výrazně podílí nejen 

interakce složek se stacionární fází, ale i fáze mobilní. Během chromatografického 

procesu dochází k rozdělení analytu mezi mobilní a stacionární fázi. Doba, kterou 

stráví analyt v jednotlivých fázích je dána jeho afinitou k jednotlivým fázím. Má možnost 

využít všech separačních dějů: adsorpce, rozdělení na základě rozdílné rozpustnosti, 

iontová výměna, molekulová síta, specifické interakce v afinitní chromatografii. Podle 

stacionární fáze dělíme kapalinou chromatografii na kolonovou, tenkovrstvou nebo 

papírovou. Obvykle pracujeme eluční metodou (17). 

Chromatograf v klasické LC je tvořen skleněnou trubicí dlouhou asi 500 mm 

s průměrem cca 20 mm, dole zakončenou fritou a kohoutkem, zrnitým sorbentem 

s částečkami s velkým průměrem (např. Al203). Vzorek dávkujeme na horní vrstvu 

náplně a následně přidáme mobilní kapalnou fázi. Mobilní fáze nesoucí vzorek 

postupuje kolonou díky působení gravitační síly a složky analytu se od sebe separují a 

opouštějí kolonu v různých časech (17). 

Klasická kapalinová chromatografie nemá potřebnou účinnost, ale tvoří základ 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) (17). 

 

4.1.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

HPLC chromatograf obsahuje vysokotlaké čerpadlo, které čerpá mobilní fázi ze 

zásobníku a umožňuje konstantní bezpulzní tok mobilní fáze o malé rychlosti (0,1 –

 10 ml/min) za vysokého tlaku (až 40 MPa). Při dělení látek využíváme 2 typy eluce: 

izokratická – slouží k dělení analytů, jejichž eluční parametry se příliš neliší, jednou 

mobilní fází, její složení se během procesu nemění. A gradientová eluce, která slouží 

k separaci složek, jejichž eluční vlastnosti jsou velmi rozdílné. V průběhu separace je 

přimícháváno rostoucí množství jedné mobilní fáze s větším elučním účinkem k druhé. 

A tím vzniká plynulý koncentrační gradient mobilní fáze. Vzorek je dávkován buď 
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pomocí speciální injekční mikrostříkačky nebo autosamplerem. Kolony u HPLC jsou 

ocelové nebo skleněné trubice asi 50 – 300 mm dlouhé s vnitřním průměrem cca 2 –

 8 mm plněné stacionární fází. Ta musí být naprosto homogenní a rovnoměrná. Spoje 

mezi jednotlivými komponenty jsou kapilární (vnitřní průměr asi 0,5 mm) z nerez oceli 

(16). 

Účinné dělení je dáno kvalitou sorbentu, tzn. velikostí, tvarem, porozitou a strukturou 

(částice, monolit atd.). Většina HPLC aplikací využívá nemodifikované nebo chemicky 

modifikované mikročástice silikagelu nebo oxid hlinitý. Separace na základě adsorpce 

využívají nemodifikovaný silikagel, na který se díky jeho volným skupinám Si – OH na 

povrchu adsorbují polární látky za účasti vodíkových vazeb. Sorbent s požadovanou 

aktivitou získáme sušením silikagelu za zvýšené teploty. Pro méně polární látky je 

vhodnější jako sorbent použít oxid hlinitý (16). 

V rozdělovací chromatografii je kapalná stacionární fáze zakotvena na vhodném nosiči. 

Tato zakotvená fáze není pro separaci pomocí HPLC příliš vhodná (při vysokém tlaku 

je narušená). Proto se zde využívají chemicky modifikované stacionární fáze s různými 

skupinami, které jsou různě polární. Od polárních až po vysoce hydrofobní fáze, které 

jsou využívány pro obrácený systém fází (reversed phase RP) (16). 

Mobilní fáze pro HPLC separace musí být zbavené rozpustných plynů, toho docílíme 

probubláváním heliem nebo degaserem (16). 

Detektory používané při HPLC musí splňovat určité požadavky jako je: vysoká citlivost, 

univerzálnost, nezávislost odezvy na změně složení mobilní fáze při gradientové eluci, 

reprodukovatelnost a linearita odezvy. Nejvíce se užívají spektrometrické detektory, 

kdy jednodušší měří při určité vlnové délce, dokonalejší mají vlnovou délku volitelnou 

(16). 

 

4.2 Hmotnostní spektrometrie (MS) 

Hmotnostní spektrometrie je separační metoda, u které dochází k převodu vzorku na 

ionizovanou plynnou formu. Takto vzniklé ionty jsou separovány podle poměru jejich 

hmotnosti a náboje (m/z). Mezi základní kroky patří: odpaření vzorku, ionizace, 

akcelerace iontů do hmotnostního analyzátoru, separace iontů hmotnostním filtrem a 

detekce iontů. Reakce ve většině spektrometrů začíná ionizací molekuly za vzniku 

iontů a následuje jejich analýza (17). 
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Hmotnostní spektrometry mohou být spojeny v tandemu (MS/MS). Kdy při první reakci 

se ionty generují a následně se selektuje ion, který je podroben další analýze (17). 

Hmotnostní spektrometr se skládá z místa vstupu vzorku, iontového zdroje, 

hmotnostního analyzátoru a detektoru. Součástí zařízení je také vysoké vakuum (10-4 

až 10-8), které brání vzájemným kolizím částic v plynné části (17). 

K ionizaci vzorku dochází nejčastěji nárazem prudce letících elektronů nebo se 

používá chemická ionizace, kdy ionty vznikají na základě chemické reakce. Vzniklé 

ionty putují do akcelerační komory, kde jsou urychleny napětím 3 až 10 kV. Ionty o 

určité hmotnosti a náboji jsou napětím urychleny a získají kinetickou energii. Urychlené 

ionty vstupují do magnetického pole s indukcí. Silové účinky v magnetickém poli 

způsobí kruhový pohyb iontu. Odstředivá a dostředivá síla, které působí na ionty, jsou 

v rovnováze. Na detektor dopadají ionty při určitém poloměru. Tím jak se mění hodnota 

magnetického pole, dochází ke změnám poloměru dráhy iontů s různou hodnotou 

poměru m/z. Takto daného poloměru dráhy, dosahují postupně všechny částice 

s různými hodnotami poměru m/z. V novějších přístrojích slouží jako hmotnostní 

analyzátor kvadrupól nebo kvadrupólová iontová past. Dále existují hmotnostní 

analyzátory FT – ICR (Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance), hmotnostní 

analyzátory TOF-MS (Time Of Flight Mass Spectrometry) (17). 

 

4.3 Radioimunoanalýza (RIA) 

Podstatou této analýzy je kompetitivní imunochemická reakce antigenu se specifickou 

protilátkou. Provádí se in vitro a v přítomnosti radioindikátoru (vhodná radioaktivně 

značená látka), který slouží ke kvantifikačnímu stanovení na základě určení distribuce 

aktivity (18). 

V klasickém provedení je určovanou látkou antigen (Ag) a jako radioindikátor slouží 

radioaktivně značený antigen (Ag*). Ke značení se využívají radionukleotidy: 3H, 14C, 

75Se, 131I a největší význam a využití má 125I. Oba antigeny, pokud jsou přítomny ve 

správném koncentračním poměru, kompetitivně reagují se specifickou protilátkou 

(vysokomolekulární bílkoviny), která je v reakci přítomna v omezeném množství. 

Pomocí vhodné separační metody následuje oddělení nenavázaného antigenu od 

antigenu vázaného s protilátkou a poté se stanoví aktivita rostoucím obsahem 

neaktivního antigenu, tj. určované látky v reakční směsi. Množství stanovované látky 

ve vzorku určíme z kalibrační křivky, kterou si připravíme pomocí standardních roztoků 
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o známé koncentraci (10). Nevýhodou RIA metody je dlouhý čas analýzy a manipulace 

s radioaktivními látkami, které se používají ke značení (19). 

 Příbuzné radioizotopové metody využívají jako radioindikátory vhodné radioaktivně 

značené sloučeniny a ke kvantifikačnímu stanovení slouží měřená distribuce 

radioaktivity. Liší se rozdílnými interakcemi stanovované látky s činidlem. Podstatou 

metody kompetitivní vazby na proteiny je specifická vazba ligandu na protein. Kde 

ligand slouží jako radioindikátor (18). 

 

 

Obr. 2: Schéma RIA metody (20) 

 

4.4 Chemiluminiscence 

Během luminiscence dochází k emisi světla látkou. Emise vzniká při návratu elektronu 

z excitovaného do základního stavu. K excitaci elektronu při chemiluminiscenci dochází 

během chemické reakce. Takovéto reakce často probíhají v biologických systémech, 

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

 

4.5 Elektrochemiluminiscence 

ECLIA využívá neustálého opakování oxidačně – redukčních dějů na pracovní 

elektrodě do vyčerpání iniciačního činidla. Důležitými složkami jsou: chelátový komplex 

značený rutheniem, který vyvolá emisi světla, iniciační činidlo celé reakce -

 tripropylamin (TPA) – ProCell, ten po vložení napětí na pracovní elektrodu a oxidaci 

TPA a rutheniového komplexu, přenáší elektron na rutheniový komplex. Přenos 

elektronu způsobí redukci chelátu na nestabilní excitovanou formu a následným 

návratem do původního stavu dojde k vyzáření fotonu. Ten je zaznamenán 

fotonásobičem. Konventor signál převede na tzv. counts, které vyjadřují kvantifikaci 

vyzářených fotonů. Počet counts udává koncentraci analytu ve vzorku (22). 
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Obr. 4: Princip elektrochemiluminiscence (23) 

 

4.6 ELISA 

Patří mezi sérologické metody, dokáže identifikovat antigeny i protilátky i ve velmi 

malém množství. Na imunosorbent, což je nádobka s navázanou specifickou 

protilátkou se vyváže hledaný antigen z vyšetřovaného materiálu, zatímco ostatní 

antigeny jsou vymyty. Poté je na komplex protilátka-antigen navázána specifická 

protilátka s enzymem. Po vymytí přebytečné protilátky je antigen identifikován pomocí 

barevné reakce, kterou navázaný enzym katalyzuje (24). 
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Obr. 5: Princip ELISA metody (25) 
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5. Stanovení vitaminu D v biologickém materiálu 

5.1 Chromatografické metody 

Ke stanovení vitaminu D a jeho metabolitů z biologického materiálu se 

z chromatografických metod využívá nejčastěji HPLC. Látky separované na koloně 

jsou potom většinou detekovány pomocí UV nebo elektrochemického detektoru, 

v poslední době se do popředí zájmu dostala hmotnostní detekce. Před samotným 

separačním dějem je potřeba analyzovaný vzorek purifikovat. Nejsnazší je 

provedení LLE (liquid–liquid extraction - extrakce do kapaliny). K odstranění 

proteinů ze vzorku slouží SPE (solid – phase extraction – extrakce na pevnou fázi). 

Při obou procesech může dojít ke ztrátám analytů, proto se používají vnitřní 

standardy (IS), které mají podobné vlastnosti jako stanovovaný analyt, ale ve 

vzorku se běžně nevyskytují. Dokáží rovněž kompenzovat vliv matrice (26). 

Současně používané metody můžeme rozdělit do dvou hlavních skupin, metody 

vyvinuté individuálně, tzv. in house made metody a chromatografické sety, které 

jsou komerčně dostupné. V následující kapitole jsou uvedeny příklady z uvedených 

kategorií, včetně stručného popisu metody a validačních parametrů, případně 

výhod. 

 

5.1.1 HPLC s UV detekcí 

5.1.1.1 HPLC stanovení vitaminu D3 a jeho metabolitů s on-line vymýváním vzorku 

(27) 

Tato jednoduchá správná a reprodukovatelná HPLC metoda umožňuje současně 

stanovit 25(OH)D3 a vitamin D3 z krevní plazmy pomocí přepínání kolon. Metoda je 

časově i finančně méně náročná v porovnání s jinými metodami (27). 

Pro zabránění a omezení vzniku proteinových vazeb analytů ve vzorku, je nutná jeho 

úprava před vlastní analýzou, extrakce organickými rozpouštědly (27). 

K analýze byl užit chromatografický systém Waters Alliance 2690 HPLC ve spojení 

s Waters 996 photodiode array (PDA) detektorem. Detekce probíhala při vlnové délce 

265 nm. Pro nástřik vzorku byl použit šesticestný ventil (Rheodyne type 7125) s 200 µl 

smyčkou (27). 

Pro separaci analytů byla zvolena kolona C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 µm, Jones 

Chromatography). Jako mobilní fáze pro gradientový eluční mód byly použity: (A) 
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acetonitril-fosfátový pufr 5x106 nmol/l a pH 6,5 (20:80 (v/v)) a (B) methanol –

 acetonitril - tetrahydrofuran (65:20:15(v/v)). 

Čas analýzy byl 16 minut včetně reekvilibrace extrakční předkolony a chromatografické 

kolony. Na Obr. 6 můžeme vidět chromatogramy po nástřiku 200 µl (A) standardního 

roztoku 25(OH)D3 a vitaminu D3, (B) blankové plazmy a (C) plazmy spikované oběma 

analyty (15 ng/ml). Porovnání těchto chromatogramů ukazuje, že v retenčních časech 

obou analytů nedochází k žádným interferencím endogenních sloučenin s analyty. 

Retenční čas 10,25 minut potvrzuje přítomnost pouze 25(OH)D3 a 12,60 minut 

vitaminu D3  (27). 
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Obr. 6: Chromatogramy získané po vstříknutí 200 µl (A) standardního roztoku 25-OH-D3 a vitaminu D3 v 15 

ng/ml, (B) lidská blanková plazma, (C) plazma spikovaná 15 ng/ml 25-OH-D3 a vitaminu D3 (27) 

 

Správnost metody, která byla ověřena na třech různých koncentračních úrovních 

(tab. 1), dokazuje vysokou účinnost extrakční předklony (27). 
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tab. 1: Výtěžnost metody pro 25 OH D3 a Vitamin D3 z spikované lidské plazmy (27) 

Sloučenina 
Přidané množství 

(ng/ml) 

Nalezené množství 

(ng/ml) 

Výtěžnost 

(%) 

CV (%) 

(n=5) 

25 OH D3 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: variační koeficient 

 

Nejnižší koncentrace analytů, která může být touto metodou stanovena s přijatelnou 

správností a přesností byla 3,0 ng/ml. Limit detekce pro oba analyty byl 0,5 ng/ml. 

Metoda je dostatečně citlivá pro stanovení vitaminu D3 (normální hodnoty v plazmě 

0,5-25 ng/ml) a 25(OH)D3 (normální hodnoty v plazmě 10-50 ng/ml) v plazmě. Přesnost 

byla vyjádřena variačním koeficientem (coefficient of variation, CV). CV intra-day 

analýz byl < 2,80%, což značí dobrou reprodukovatelnost. Přesnost inter-day analýzy 

nepřekročila 2,75%, to ukazuje na dobrou stabilitu a opakovatelnost tohoto 

popisovaného systému (27). 

 

5.1.1.2 Plně automatizovaná HPLC metoda pro stanovení 24, 25(OH)2 D3 a 25(OH) 

D3 hydroxyvitaminů (2) 

Tato metoda dokáže současně stanovit 24,25(OH)2D3 a 25(OH)D3 a vitaminy A a E. 

Skládá se z liquid-liquid extrakce (LLE) a solid-phase extrakce (SPE) spojené on-line 

s HPLC systémem a detektorem diodového pole (2). 

Experimentální aparatura se skládá z robota Zymate II Plus (Zymark Co) s periferním 

autosamplerem Pro Star 410 vybaveným 7,5 ml smyčkou pro vzorky (Varian) a 

automatizovaným solid-phase extraktorem Prospekt (Spark Holland). Oba přístroje 

jsou s kapalinovým chromatografem spojeny on-line (pumpa Varian 240, Varian PDA 

detektor 330). Data jsou přenášena pomocí softwaru na počítač. Pro separaci byla 

použita částicová kolona Ultrabase C18 (250 mm x 4,6 mm; 5,0 µm, Scharlau Science) 
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s předkolonou Ultrabase C18 (15 mm x 4,0 mm; 5,0 µm, Scharlau Science) a jako SPE 

sorbent fáze  Oasis HLB. Robotická stanice dále zahrnuje hlavní laboratorní stanici, 

centrifugu, vortex, liquid-liquid extraktor, koncentrátor a dva stojánky. Systém je 

uspořádán kruhovitě, jak můžeme vidět na obr. 7 (2). 

 

 

 

 

 

Vzorek byl upraven pomocí LLE a následně SPE provedenou dvakrát za sebou. 

Mobilní fáze (70:30 methanol - izopropanol) přenáší analyt přes kolonku na analytickou 

kolonu. Postupně dochází ke změně mobilní fáze a jejího gradientu (90:10 methanol -

 isopropanol). Následuje další změna gradientu za vzniku směsi 1:1 methanol -

 isopropanol. Nakonec systém potřebuje čas na obnovení a reekvilibraci iniciačních 

podmínek. Celá analýza trvá 35 minut. Eluce je monitorována fotometricky PDA 

detektorem s vlnovou délkou 265 nm pro metabolity vitamin D3, 325 nm pro vitamin A a 

291 nm pro vitamin E (2). 

Ke stanovení linearity byly použity kalibrační křivky v rozsahu běžných koncentrací 

analytů v séru. Pro 24,25(OH)2D3 dihydroxyvitamin 1 - 4 ng/ml, pro 25(OH)D3 

hydroxyvitamin 10 - 40 ng/ml, pro vitamin A 300 - 700 ng/ml a pro vitamin E 5 - 10x10-3 

ng/ml.  Relativní směrodatná odchylka (RSD) běžné užití metody byla 4,6% pro 

Obr. 7: Robotická stanice, GH: hlavní rameno (general hand), SH: vstřikovací rameno (syringe 
hand), MLS: hlavní laboratorní systém (master laboratory system), PEC: kontrola energie (power 
event. controller). Prospekt, SDU: jednotka dodávající rozpouštědla (solvent delivery unit) (2) 
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24,25(OH)2D3, 4,9% pro 25(OH)D3, 4% pro vitamin A a vitamin E. Pro 10 kalibračních 

křivek získaných z různých vzorků, dní a korelačních koeficientů, byl determinační 

koeficient (r2) mezi 0,996 a 0,989  

 

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

Analyt 
limit 

detekce 

limit 

kvantifikace 

lineární 

rozsah 

24,25(OH)2 vitamin 

D3 (ng/ml) 
0,10 0,5 1,0 – 100 

25(OH) vitamin D3 

(ng/ml) 
0,05 0,2 1,5 – 100 

vitamin A (ng/ml) 0,2 0,5 1,0 – 1500 

vitamin E (ng/ml) 0,02x103 0,1x103 0,1 – 20 

 

 

Přesnost metody byla hodnocena jako opakovatelnost a reprodukovatelnost a 

vyjádřena jako relativní směrodatná 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 5x103 ng/ml pro vitamin E (2). 

Správnost metody byla odhadnuta na základě 6 měření sér ospikovaných 3 ng/ml 

24,25(OH)2D3 dihydroxyvitaminu, 10 ng/ml 25(OH)D3 hydroxyvitaminu, 500 ng/ml 

vitaminu A a 5x103 ng/ml vitaminu E. Přesnost, vyjádřená jako relativní chyba (RE-

relative error) v odhadu přidané koncentrace byla mezi 1,8 a 3% (2). 

Limity detekce a kvantifikace pro tuto metodu jsou uvedeny v tabulce 2 (2). 

U této metody dochází k minimalizaci lidského zásahu. Použitím popsaných 

automatizovaných kroků pro on-line čištění vzorků dochází k odstranění nečistot 

podobných analytům. Zbývající látky, které nebyly odstraněny, se na chromatogramu 

objevují buď mezi analyty, nebo až za nimi. Možnost opakovaného použití extrakční 

kolonky výrazně snížila nákladnost analýzy, což činí z metody potenciálního cenově 

dostupného adepta pro běžné analýzy. Tato plně automatizovaná metoda může 

pracovat 24 hodin denně. Kompletní analýza jedno vzorku trvá 35 minut, jelikož se 

jednotlivé kroky překrývají (2). 
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5.1.1.3 Stanovení vitaminu D pomocí HPLC s C30 kolonou s reverzní fází a UV 

detekcí (15) 

Nevýhodou HPLC metod s normální fází je, že nedokáží separovat metabolity vitaminu 

D (např. 25(OH)D2 a 25(OH)D3). Proto je výhodnější použít reverzní fáze v kombinaci 

s UV detekcí. K HPLC stanovení vitamínu D se nejčastěji používají reverzní 

hydrokarbonové kolony C18. Prokázána také byla vysoká účinnost reverzních kolon 

C30, které separují těsně spojené dlouhé řetězce hydrofobních sloučenin. Toho využívá 

např.  analýza karotenoidů. Vyšší obsah organických sloučenin v mobilní fázi díky 

většímu hydrofobnímu charakteru kolony C30 umožňuje více plochý eluční gradient, což 

usnadňuje separaci těsně spojených sloučenin. Na koloně C18 je retinol často eluován 

spolu s 25(OH)D2, který zvyšuje čas potřebný na čištění vzorku. Další výhodou kolony 

C30 je použití methanolu a ethanolu jako účinných eluentů, což vedlo k odstranění 

drahého acetonitrilu a zlevnění analýz. Cílem této studie bylo vyvinout HPLC metodu 

s UV detekcí, která může být použita jak pro séra, tak i plazmu různých druhů a pro 

jednoduchou, správnou a přesnou analýzu metabolitů vitaminu D (15). 

HPLC systém UltiMate 3000 (Dionex Corporation) obsahoval vakuový 

degaser ,autosampler, kolonový termostat a UV-detektor s proměnnou vlnovou délkou. 

Jako stacionární fáze byla použita kolona C30 (250 mm x 4,6 mm; 5 µm, YMC Europe 

GmbH) a jako předkolona byla použita kolona C30 (10 mm x 4 mm; 5 µm, YMC Europe 

GmbH). Mobilní fázi tvořil ethanol s vodou v koncentračním gradientu (5% - 90%) (15). 

Do HPLC systému byly nastříknuty standardní čisté roztoky, které obsahovaly 

1000 ng/ml 25(OH)D2, 25(OH)D3, 1α(OH)D3, D2, D3 v 85% methanolu. Stabilita 

metabolitů vitaminu D při saponifikaci byla testována přidáním 0, 150, 300, 450 µl KOH 

ke standardním roztokům. Bez ohledu na množství KOH, přidání standardů vit. D 

způsobilo nárůst plochy píku bez interferencí na chromatogramu viz obr. 8. Bez přidání 

KOH kleslo množství extrahovaných metabolitů vitaminu D o 20%. Díky zjištění, že 

čisté metabolity vitaminu D jsou odolné k saponifikaci při různé koncentraci KOH, bylo 

nutné vyřešit, jak dosáhnout dostatečné saponifikace plazmatických triglyceridů a 

esterů mastných kyselin a zároveň je ochránit před micelami, které vznikají v závislosti 

na přítomnosti velkého množství mono-, di- a triglyceridů, esterů cholesterolu, atd. Pro 

kompletní saponifikaci plazmy s vyšším obsahem lipidů, bez vlivu na metabolity, byl 

zvolen objem 400 µl KOH (15). 
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Obr. 8: Chromatogram po saponifikaci 100 ng standardů 25(OH)D2, 25(OH)D3, D2 a D3 s 450 µl KOH (15) 

 

Správnost metody pro stanovení 25(OH)D2, 25(OH)D3, D2 a D3 byla zjištěna přidáním 

30 nebo 60 ng čistých metabolitů vitaminu D ke vzorkům plazmy  dobytka, který byl 

krmen 250 mg D2 a D3 přibližně 20 hodin před odběrem vzorkové plazmy. U 25-

hydroxylovaných forem byla u vzorků po přidání 30 ng metabolitů skoro 100%, zatímco 

při přidání 60 ng byla nižší (tab. 3). Chyba v rámci intra-day analýzy byla v rozmezí 

0,9 - 5,9% a inter-day analýzy 0,2 - 1,7% (15). 

Detekční limit byl stanoven jako trojnásobek šumu základní linie a byl vypočítán jako 

0,14 ng/ml, limit kvantifikace byl stanoven jako 10 násobek šumu základní linie na 

0,45 ng/ml (15). 
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tab. 3: Výtěžnost (%) (15) 

Metabolity 

vitaminu D 

Přidané 

množství (ng) 

Naměřené 

množství (ng) 

Výtěžnost 

(%) 

CV % mezi 

dny* 

25(OH)D2 0 25,6 ± 0,6   

 30 56,1 ± 1,7 101,0  

 60 83,4 ± 0,8 97,4 0,2 

25(OH)D3 0 93,8 ± 1,8   

 30 124,1 ± 2,7 100,3  

 60 145,7 ± 1,8 94,8 0,6 

D2 0 52,1 ± 3,1   

 30 71,1 ± 2,7 86,6  

 60 97,7 ± 2,5 87,2 1,7 

D3 0 107,8 ± 4,0   

 30 124,9 ± 4,9 90,6  

 60 152,5 ± 3,1 90,9 1,7 

výsledky jsou prezentovány jako průměr ± směrodatná odchylka, n=5 

 

5.1.2 HPLC s MS detekcí 

5.1.2.1 Nová kvantitativní analýza 25-hydroxyvitaminu D (25(OH)D) ze séra pomocí 

LC v tandemu s hmotnostní spektrometrií (28) 

LC-MS metoda se ukázala jako vhodná pro stanovení 25(OH)D a nyní je považována 

za „zlatou střední cestu“. Hlavní výhodou LC-MS je vysoká specifita a citlivost při 

stanovení hladiny 25(OH)D v séru a eliminace technických a dalších problémů u 

imunoanalýzy a HPLC s UV detekcí. Avšak náročná příprava vzorku a nedostatek 

všeobecně přijatelných referenčních metod zabránil rozšíření LC-MS metody pro 

stanovení 25(OH)D v séru (28). 

Zpracované vzorky a kalibrační roztoky byly nastříknuty na kolonu v reverzním modu 

v rámci LC-MS analýzy. Systém se skládá z HPLC Shimadzu Prominence LC 

(Shimadzu Scientific Instruments) spojeného s API-5000 triple – quadrupolovým 

hmotnostním spektrometrem (Applied Biosystems/MDS SCIEX), který je vybavený 
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zdrojem ionizace za atmosférického tlaku (APPI). Chromatografická separace používá 

kolonu Supelcosil LC-8 (33 mm × 3 mm; 3 µm, Sigma Aldrich), chráněnou 

předkolonkou Phenomenex C8 (4 × 2,0 mm, Phenomenex). Rozpouštědlo A je voda, B 

ethanol, C 2% roztok ethanolu ve vodě a D toluen. Vstříknutý vzorek byl nejprve 

promýván rozpouštědlem C, následně byl 25(OH)D byl eluován z kolony za použití 

gradientu voda/ethanol. Gradient byl lineární od 75% až do 100% ethanolu. Kolona pak 

byla promývána 100% ethanolem do  obnovení LC podmínek. Celkový čas analýzy 

jednoho vzorku byl 8 minut (28). 

Hmotnostní spektrometr pracoval v pozitivním módu. Metabolity vitaminu D 25(OH)D2 a 

25(OH)D3 byly stanoveny s využitím MRM přechodů (Multiple Reaction Monitoring, 

MRM) (15). 

LC-MS metoda byla validována. Byly zjištěny hodnoty limitu kvantifikace LOQ (limit of 

quantification), linearity, správnosti, přesnosti, výtěžnosti (recovery). LOQ byl stanoven 

na základě sériového zředění standardních roztoků (n = 5/zředění) a byl nastaven na 

nejnižší koncentraci, při přesnosti ≤ 20%. Poměr signálu stanovované látky ku šumu 

základní linie (signal – to – noise ratio) na chromatogramu byl > 10:1. Linearita metody 

byla zjištěna lineární regresí s korelačním koeficientem r > 0,98. Jako nezávislá 

kontrola správnosti, byly použity kalibrační roztoky a kontrolní vzorky obsažené v kitu 

od Diasorin RIA. Spránost metody je dána rozdílem mezi naměřenou a teoretickou 

hodnotou a byla v rozmezí 80 a 120%. Přesnost byla stanovena ze dvou skupin 

vzorkových sér s vyšším nebo nižším obsahem vitaminu D. Vitamin D byl měřen v 5 po 

sobě jdoucích dnech (inter- assay) s 5 opakováními za den (intra- assay). Intra- assay 

přesnost (precision), vyjádřená jako koeficient variace (CV), byla vypočítána zvlášť pro 

každý den a pak zprůměrována za všech 5 dní. Výtěžnost metody byla stanovena 

přidáním známého množství vitaminu D ke vzorkům séra s nízkou a vysokou 

koncentrací. Naměřené koncentrace byly porovnány s předpokládanými koncentracemi 

a následně vyjádřeny v procentech (tab. 4) (28). 
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tab. 4: Stanovení limitu kvantifikace a správnosti LC-MS metody za použití sériové diluce roztoků s obsahem 

25(OH)D2 a 25(OH)D3 (28) 

Analyt 

 

Předpokládaná 

Koncentrace 

standardu 

(ng/ml) 

1. 

Měření 

(ng/ml) 

 

2. 

Měření 

(ng/ml) 

 

3. 

Měření 

(ng/ml) 

 

4. 

Měření 

(ng/ml) 

 

5. 

Měření 

(ng/ml) 

 

 

Průměr 

(nmol/l) 

 

SD* 

 

CV** 

(%) 

Správnost 

(%) 

25OH- 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 0,5 10,2 104 

 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 0,9 0,9 0,1 5,4 95 

 0,5 0,7 0,6 0,4 0,6 0,6 0,6 0,2 16,0 118 

25OH-D2 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 1,1 1,2 1,2 1,3 1,3 1,2 0,2 5,9 118 

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

*SD-směrodatná odchylka **CV variační koeficient 

 

5.1.2.2 Stanovení vitaminu D3 a 25(OH)D2 citlivou LC/MS/MS metodou ze suchých 

kapek krve (1) 

Tato metoda slouží k extrakci a stanovení 25(OH)D3 a 25(OH)D2 ze suchých kapek 

krve (DBS, dried blood spots). Vzorek je zderivatizován pomocí PTDA (4-fenyl-1,2,4-

triazolin-3,5-dion) a následně stanoven LC-MS/MS metodou adaptovanou pro 

současné stanovení ergocalciferolových sloučenin 25(OH)D2, které jsou získávány 

suplementací vitaminu D a mohou ovlivnit výsledný stav vitaminu D (1). 

Vzorky, připravené z DBS byly následně znovu rozpuštěny ve směsi acetonitrilu (40%) 

a vody a byly aplikovány do systému API 4000 QTRAP Triple Quadrupole, Linear Ion-

Trap LC-MS/MS (Applied Biosystem), který byl propojený s Dionex Ultimate 3000 LC 

systémem. Jako stacionární fáze byla použita kolona Zorbax SB-C18 (50 mm x 2,1 mm; 

5 µm, Agilent).  Mobilní fázi tvořila směs acetonitrilu  a 0,1% kyselina mravenčí (63: 37, 

v/v). Jak je vidět na obr. 9, hlavní epimér 25(OH)D3 byl eluován v čase 2 minuty, eluční 

čas epiméru 25(OH)D2 byl 2,4 minut. Derivatizované sloučeniny byly poté analyzovány 

systémem APESI-MS/MS v pozitivním módu. Derivatizací 25(OH)D2 a 25(OH)D3 se 

získaly vždy dva epimery 6R a 6S. Koncentrace 25(OH)D2 a 25(OH)D3 byly zjištěny 

z poměru hodnot: plocha pod píkem analytu/plocha pod píkem vnitřního standardu (1). 
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Obr. 9: Dehydratované prekurzory a produkty ionizace (A) derivatizovaný 25(OH)D3, (B) derivatizovaný 25(OH)D2 

a (C) derivatizovaný deuterovaný 25(OH)D3, který byl použit jako vnitřní standard (1) 

 

Analýza byla validována v souladu s FDA. Kalibrace byla stanovena z průměrných 

hodnot kalibračních křivek 25(OH)D3 a 25(OH)D2. Odezva byla u 25(OH)D2 nižší 

v porovnání s 25(OH)D3. Jako nejvyšší koncentrace, která mohla být nalezena, byla 

stanovena hodnota 50,1 ng/ml pro 25(OH)D3 a 50 ng/ml pro 25(OH)D2. Výtěžnost u 

intra-day stanovení pro 25(OH)D3 byla mezi 80 a 118% a pro 25(OH)D2 81 - 108%. Pro 

inter-day analýzu stejných koncentrací byla výtěžnost pro 25(OH)D3 86 - 101% a pro 



29 

25(OH)D2 80 - 106%. Nepřesnost v intra- analýze byla zjištěna 8 - 13% pro 25(OH)D3 a 

11 - 20% pro 25(OH)D2, u inter-day analýzy v rozsahu 4-8% (25(OH)D3) a 9 - 20% 

(25(OH)D2). Nejnižší kvantifikovatelné množství 25(OH)D3 (LLOQ) bylo 3,1 ng/ml a u 

25(OH)D2 bylo možné ještě kvantifikovat 4,4 ng/ml. Limit detekce (LOD) byl pro 

25(OH)D3 <0,4 ng/ml a pro 25(OH)D2 byl stanoven 0,8 ng/ml (tab. 5) (1). 

 

tab. 5: Intra- a inter-day nepřesnost a výtěžnost ve třech různých koncentracích (1) 

  Intra-day analýza Inter-day analýza 

Analyt 
Koncentrace 

(ng/ml) 

Výtěžnost 

(%) 

CV 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

CV 

(%) 

25(OH)D3 5,0 118 8 101 8 

 20 80 13 86 8 

 50 104 8 100 4 

25(OH)D2 5,2 97 20 80 18 

 20,6 81 12 100 20 

 51,6 108 11 106 9 

 

 

5.1.2.3 Pokrok ve stanovení metabolitů a analogů vitaminu D pomocí kapalinové 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií (5) 

Výhodou LC-MS metod všeobecně, jak už bylo řečeno, je možnost stanovit hladiny jak 

jednotlivých metabolitů (25(OH)D2 a 25(OH)D3), tak i celkové množství 25(OH)D. Proto 

tato metoda v poslední dekádě zaznamenala velký nárůst a stala se součástí mnoha 

klinických laboratoří (5). 

1,25(OH)2D se vyskytuje v těle v daleko nižší koncentraci než 25(OH)D. Bohužel 

pokusy o rychlejší a citlivější možnosti stanovení 1,25(OH)2D jsou zatím neúspěšné. 

Bylo testováno LC-MS stanovení 1,25(OH)2D na krysím a prasečím séru, kdy k úpravě 

vzorku byly použity PPE a SPE s přepínací kolonou. U této analýzy nebyly nalezeny 

žádné interference s dolním limitem kvantifikace (LLOQ) 0,02 ng/ml. K analýze byl 

použit 1ml zvířecího séra. U lidského séra ale minimální požadované množství, ze 

kterého lze 1,25(OH)2D stanovit byla 2 ml. Derivatizace pomocí PTAD (4-feny-1,2,4-

triazoli-3,5-dion) dokázala zesílit ionizaci. Příprava vzorku byla sice delší, ale citlivost 
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se zvýšila až 100 násobně. Derivatizací 1,25(OH)2D3 vznikly 2 izomery, které nemohly 

být na běžně používané koloně této metody (C18) odseparovány, proto byla použita 

kolona delší (100 mm). Pro lepší odezvu se začala využívat kapilární LC-MS metoda 

(µLC-TMS), tím bylo dosaženo LLOQ 5,2x10-3 ng/ml při použití 0,2 ml vzorku. Tato 

metoda byla s velkou citlivostí použita i ke stanovení 24,25(OH)2D3, 24,25(OH)2D2 a 

25(OH)D3. Casetta a kol.(29) přidávali k mobilní fázi kyselinu lithnou, která tvořila 

stabilní sloučeniny s vysokým ionizačním účinkem. U této metody nebylo ani po 4 

měsících užívání a nejméně 6000 nástřicích pozorováno žádné zhoršení. Tato metoda 

dokázala chromatograficky odseparovat 24R, 25(OH)2D3 a 25S, 26(OH)2D3 z 

1,25(OH)2D3 (5). 

 

5.1.3 Chromatografické kity 

5.1.3.1 MSMS vitamin D kit (Perkin Elmer) 

Tento kit slouží ke stanovení forem 25(OH)D, 25(OH)D2 a 25(OH)D3 ze séra. Využívá 

LC-MS/MS, která dokáže z jednoho vzorku získat současně hodnoty všech tří forem 

vitaminu D s vysokou specifitou. Což je výhodou MS oproti imunoanalytickým metodám 

(30). 

 

5.1.3.2 ClinRep® UPLC® Complete Kit (Recipe) 

Tento kit dokáže stanovit 25(OH)D2 a 25(OH)D3 ze séra i plazmy. Výhodou je rychlost 

stanovení (2 minuty) (31). 

 

5.1.3.3 ClinMass® Complete Kit (Recipe) 

Tento kit stanoví 25(OH)D2 a 25(OH)D3 jak ze séra, tak i plazmy. Navíc dokáže 

odseparovat epimer 3-epi-25-OH-vitamin D3 a zabraňuje tak získání falešných 

výsledků. Analýza trvá 3 minuty (32). 

 

5.1.3.4 Komerční sety Immuno Tube® (Immunodiagnostik) 

Tyto kity jsou specifičtěji zaměřené na jednotlivé formy vitaminu D. Pomocí LC-MS/MS 

metody se stanovují 1,25(OH)2D2 a 1,25(OH)2D3. 25(OH)D2 a 25(OH)D3 se stanovují 
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pomocí HPLC s normální nebo reverzní fází a UV detekcí nebo pomocí LC-MS/MS 

(33). 

5.1.3.5 Komerční sety MassChrom® (Chromsystems) 

Tyto kity využívají jak HPLC-UV metodu, tak i LC-MS/MS. Set založený na LC-MS/MS 

dokáže stanovit a oddělit 25(OH)D2 a 25(OH)D3 od jejich epiforem 3-epi-25(OH)D2 a 3-

epi-25(OH)D3. Kity využívající HPLC s UV detekcí stanoví 25(OH)D3 a 25(OH)D2 buď 

na základě izokratického HPLC systému nebo využívají online solid phase extrakce 

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

 

5.2 Imunologické metody 

Dnešní komerční imunoanalýzy mají podobu kitů, které jsou buď určeny k manuálnímu 

využití, nebo jako platformy pro analyzátory. V době nárůstu požadavků na vyšetření 

vitaminu D vzrostla i popularita automatických platforem. Prvním automatickým 

procesem byla chemiluminiscenční kompetitivní protein vázající analýza (Nichols). 

Bohužel nebyla schopna plně stanovit 25(OH)D2. Automatizované platformy LIAISON 

(DiaSorin) využívaly principu chemiluminiscenční imunoanalýzy. Později byla metoda 

ještě vylepšena – LIAISON Total. Všechny pracovaly se stejnými protilátkami. 

Platformy Cobas a Elecsys (Roche) pracují na principu elektrochemiluminiscence a 

jsou specifické pro 25(OH)D3. Mezi manuální imunoanalýzy se řadí EIA, která může být 

provedena také na automatických platformách – NEXgen a Triturus, jako ELISA (IDS) 

(26). 

 

5.2.1 Chemiluminiscenční metody 

5.2.1.1 LIAISON 25(OH)D (DiaSorin) 

Sloužila ke kvantitativnímu stanovení 25(OH)D a využívala přímé kompetitivní 

chemiluminiscenční imunoanalýzy. Magnetické částice byly potaženy specifickými 

protilátkami vitaminu D (pevná fáze- solid phase) a na vitamin D se navázal derivát 

isoluminolu. Během inkubace došlo k rozrušení proteinových vazeb vitaminu D a ten 

soutěžil se značeným vitaminem D o vazebná místa na protilátce. Po inkubaci byly 

nevyvázané látky vymyty a byla přidána reagencie, která nastartovala 

chemiluminiscenční reakci. Světelný signál byl měřen fotonásobičem jako relativní 
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světelná jednotka (RLU). Tato metoda byla v roce 2008 nahrazena metodou LIAISON 

Total (26). 

 

5.2.1.2 LIAISON 25(OH)D Total (DiaSorin) 

Jedná se o vylepšenou metodu LIAISON 25(OH)D, která pracuje na stejném principu a 

se stejnými protilátkami, ale inkubace probíhá ve dvou stupních. Nejprve dojde 

k uvolnění vitaminu D z proteinových vazeb a následně k navázání protilátky na pevné 

fázi. Inkubace trvá 10 minut. Ve druhé fázi potom dochází k 10 minutové inkubaci 

s radioindikátorem (vitamin D s navázaným isoluminolem). Nevyvázaný materiál je 

následně vymyt a přidá se startovací reagencie. Detekce se provádí fotonásobičem, 

který měří světelný signál. Výsledek je uváděn jako RLU a je nepřímo úměrný 

koncentraci 25(OH)D v kalibračních roztocích, vzorcích a kontrolních vzorcích. Dalším 

rozdílem oproti DiaSorin LIAISON je použití kalibračních roztoků s lidským sérem místo 

koňského (19, 26). 

Přesnost této metody podle DEQAS byla v roce 2008 15,5% a CV mezi 8 - 10%. Při 

porovnání metody LIAISON a LIAISON Total proti LC-MS/MS vyšla s menší 

systémovou chybou, vyšším korelačním koeficientem a nižšími hodnotami CV 

vylepšená verze LIAISON Total, která je také nejčastější metodou v rámci studie 

DEQAS (26). 

 

5.2.1.3 Centaur (Siemens) 

Jedná se o jednokrokovou kompetitivní imunoanalýzu, která využívá monoklonální 

protilátky značené antifluorosceinem, které jsou uchyceny na paramagnetických 

mikročásticích, protilátku značenou esterem akridinu a analog vitaminu D značený 

fluoresceinem. Do kyvety se vzorkem (20 µl) a pufrem je po 4 - 5 minutách přidána 

protilátka značená esterem akridinu. Dojde k vyvázání 25(OH)D. Dále je přidán analog 

vitaminu D značený fluorosceinem a paramagnetické částice se značenou protilátkou. 

Po reakci se kyveta promyje a přidá se startovací reagenci vyvolávající 

chemiluminiscenční reakci. Výsledek se udává v RLU a je nepřímo úměrný koncentraci 

25(OH)D (37). 

Přesnost metody byla stanovena na základě CV mezi 8,8% pro koncentraci 7,65 ng/ml 

a 2% pro koncentraci 123,36 ng/ml 25(OH)D (tab. 6). Citlivost analýzy byla 2,4 ng/ml 

(37). 
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tab. 6: Přesnost analýzy (37) 

vzorek 
Průměr 

(ng/ml) 

SD-během 

analýzy  

(ng/ml) 

CV-během 

analýzy  

(%) 

SD-celková 

(ng/ml) 

CV-celková 

(%) 

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 imunoanalýzu, která vyžaduje úpravu vzorku. Upravený vzorek je 

dále použit pro analýzu, kdy je k němu přidán roztok s paramagnetickými částicemi, na 

kterých je přítomna protilátka proti 25(OH)D. Během inkubace vzniká směs, ve které 

dojde k navázání vitaminu D ze vzorku na protilátky navázané na mikročásticích. Po 

inkubaci je přidána směs obsahující analog vitaminu D značený biotinem v komplexu 

s esterem akridinu, který obsadí volná místa na protilátce. Následuje promytí a přidání 

startovacích reagencií. Chemiluminiscenční záření se měří optickým přístrojem 

zařízení a je udáváno v RLU. Přesnost analýzy (CV) je ≤ 10%. Stanovení má dobrý 

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

5.2.2.1 Modular 25(OH)D (Roche) 

Tato kompetitivní metoda je založena na vazbě streptavidin-biotin. Využívá 

polyklonální ovčí protilátky proti 25(OH)D3 značené radioaktivním rutheniem. Vitamin D 

obsažený ve vzorku soutěží o vazbu na antigen, který se nachází na mikročásticích 

pokrytých streptavidinem (26). 

Během první inkubace dochází ke kompetitivnímu navázání 25(OH)D3 ze vzorku a 

značeného biotinu na protilátky. Ve druhém kroku inkubace vzniká komplex biotin-

25(OH)D3-anti-25(OH)D spojený s mikročásticemi pomocí interakce biotinu a 

streptavidinu. Částice jsou pomocí magnetu vychytávány na elektrodě a vložením 

napětí dochází ke vzniku chemiluminiscenční emise, která je detekována 

fotonásobičem a je nepřímo úměrná koncentraci 25(OH)D (19). 

Roční průměrná přesnost v rámci DEQAS byla 16,7%. Metoda měla dobrou shodu 

s RIA metodou a LC-MS/MS, ale různila se u jednotlivých pacientů. Při 3 různých 

koncentracích měla různé CV během analýzy. Pro koncentraci 19,5 ng/ml byl CV 

během analýzy 5,1% a celkový CV 12,1%, pro 30,9 ng/ml 3,1% a 7,4% a pro 

50,5 ng/ml byly hodnoty průběžného CV 7.1% a celkového CV 10.6%. Výsledky ze 

vzorků plazmy byly daleko vyšší než výsledky ze séra. Nevýhodou této metody je, že 

nedokáže stanovit samotný 25(OH)D3 (26). 

 

5.2.3 RIA (DiaSorin) 

Stanovení 25(OH)D pomocí RIA metody se skládá ze dvou kroků. A jedná se o metodu 

manuální. Nejprve dochází k extrakci 25(OH)D a dalších hydroxylovaných metabolitů 

do acetonitrilu a následuje kompetitivní analýza se specifickými protilátkami (oslí anti-

kozí). Vzorek je inkubován s protilátkami a radioindikátorem 125I při 20 - 25°C 90 minut. 

Asi po 20 minutách inkubace je dokončena fáze separace. Dochází k vysrážení 

komplexu se sekundární protilátkou (precipitační činidlo). Po inkubaci je přidán pufr, 

který brání vzniku nespecifických vazeb a směs je zcentrifugována. K detekci je 

používán gama oscilátor Genesis. Tato metoda dokáže stanovit 25(OH)D i jeho 

hydroxylované metabolity 25(OH)D2 a 25(OH)D3 (26, 40, 41). 

Metoda vykazovala systémovou chybu (bias) v roce 2004 v programu DEQAS menší 

než 1%. Průměrná roční přesnost metody (CV %) byla mezi 16 a 20,5%. Limit detekce 

podle dostupných informací byl kolem 1,6 ng/ml. A výtěžnost v porovnání s HPLC byla 
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dle dostupných studií z roku 2009 v rozmezí 91 - 100% pro oba metabolity, jak 

25(OH)D2 tak i 25(OH)D3 (26). 

 

5.2.4 ELISA (Eagle BioSciences) 

Stanovení vitaminu D pomocí ELISA (Enzyme Linked ImunoSorbent Assay) metody se 

provádí ze séra nebo plazmy. Nejdříve jsou naředěny jak kalibrační roztoky, tak i 

vzorek vitaminem D značeným biotinem a jsou napipetovány do mikrotitračních 

destiček s navázanými protilátkami proti 25(OH)D. Při následné inkubaci dochází ke 

kompetitivnímu navázání vitaminu D ze vzorku a značeného 25(OH)D na protilátky na 

mikrotitračních destičkách. Následuje promytí, které odstraní nenavázané značené 

látky. Během druhé inkubace se naváže peroxidázou značený streptavidin. Při třetí 

inkubaci je přidán substrát tetramethylbenzidin (TMB), který spouští barevnou reakci 

peroxidázy. Intenzita zabarvení je nepřímo úměrná koncentraci vitaminu D ve vzorku 

(42). 

Spodní limit detekce (LLOD) se stanoví z výpočtu průměrné hodnoty 

koncentrace blanku mínus 3 x (SD). Detekční limit pro 25(OH)D je 1,6 ng/ml (42). 

 

5.3 Hodnocení přesnosti a správnosti stanovení vitaminu D na 

mezinárodní úrovni  DEQAS 

V roce 1989 byl založen program pro mezinárodní vyhodnocení vnitřní kvality 

stanovení metabolitů vitaminu D (The International Qality Assessment Scheme for 

Vitamin D Metabolites, DEQAS). Jeho prvotním cílem bylo zlepšit spolehlivost 

stanovení 25-hydroxyvitaminu D (25(OH)D). V roce 1997 byl program rozšířen i na 

stanovení 1,25-dihydroxyvitaminu D (1, 25(OH)2D). Pro zlepšení přesnosti a správnosti 

stanovení byly účastníkům programu pravidelně posílány vzorky séra. Všechny 

laboratoře, které se účastnily studie a splnily zadání, dostaly certifikát. První úkol v roce 

1997 vyžadoval minimálně 80% shodu s limitem ± 33% výsledku ALTM (All Laboratory 

Trimmed mean). Rozsah limitu ALMT se časem snížil na ± 30% v roce 2000 a během 

následujících let se pravděpodobně ještě zpřísní (43). 

Nároky na analýzy sloužící ke stanovení 25(OH)D a 1,25(OH)2D byly nepochybně 

zvýšeny na základě uvedení komerčních kitů, ty byly navrženy tak, aby zjednodušily 

stanovení i v nespecializovaných laboratořích. U běžně stanovovaných analytů je 

spolehlivost výsledků stanovena na základě účasti ve studii, která se zabývá 
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vyhodnocením vnější kvality. A jsou dokonce součástí akreditace. Komunikace mezi 

účastníky a organizátory studie v dnešní době je usnadněná díky internetu. Součástí 

studie byl i dotazník (43). 

Vzorky byly získány od anonymních pacientů s polycythémií, kteří podstoupili 

venesekci. Sérum bylo zamraženo při - 40°C a před distribucí rozmraženo, vyšetřeno 

na hepatitidu B, C, HIV a sterilizováno. Dále bylo skladováno při 4°C a rozděleno do 

vzorků posílaných účastníkům studie. V roce 2003 byl rozeslán účastníkům se vzorky i 

dotazník týkající se použitých metod, referenčních rozmezí a názorů na studii. Z 

došlých výsledků byla vypočítána směrodatná odchylka, správnost jednotlivých 

výsledků byla určena vypočtením % systémové chyby (bias) z ALTM. Po vyhodnocení 

každá zúčastněná laboratoř obdržela hodnocení (43). 

Studie se v roce 2000 zúčastnilo 13 zemí a později se počet rozšířil o dalších 5 států. 

Vyplněné dotazníky vrátilo 55 laboratoří. Každý účastník musel zodpovědět otázku, jak 

stanovili jejich vlastní referenční rozmezí obou analytů a koncentraci vit. D, kdy už je 

nutná suplementace, tzv. intervenční hladinu. Její hodnoty se pohybovaly v rozmezí 10 

až 100 nmol/l (medián 4), přičemž víc jak polovina dotázaných uváděla hodnoty mezi 

30 a 50 nmol/l. Rozmezí pro 1,25(OH)2D uvedlo 22 respondentů z 37 různě široké, ale 

horní a dolní medián koncentrace byl 84,5 a 0,02 ng/ml. Asi 22% dotázaných si nebylo 

jisto, zda se v jejich lokalitě užívá léčba vitaminem D2 nebo D3. A většina (52%) analýz 

je dělána na vyžádání (43). 
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6. Porovnání metod 

Ke stanovení vitaminu D a jeho metabolitů 25(OH)D v biologickém materiálu se 

v současné době využívá řada různých metod, jejichž přehled byl tématem této 

bakalářské práce. Jak již bylo zmíněno, velkým problémem užívaných metod je jejich 

standardizace a možnost korelace výsledků získaných v různých laboratořích na 

základě různých diagnostických přístupů. 

Pro možné porovnání chromatografických metod byla v roce 2010 vyvinuta společností 

NIST (National Institut of Standard and Technology) chromatografická referenční 

metoda. Tato metoda dokáže s vysokou správností a menší náchylností 

k interferencím stanovit hladinu 25(OH)D ze séra pomocí LC-MS/MS. Proto NITS 

vyhodnotil tuto referenční metodu, kterou lze stanovit hladiny 25(OH)D2 a 25(OH)D3, 

jako novou referenční metodu (NRM) ke stanovení vitaminu D, která bude sloužit 

k validaci správnosti LC-MS/MS metod. Jako vnitřní standard byly použity 

deuterizované sloučeniny 25(OH)D2-d3 a 25(OH)D3-d3. 25(OH)D2 a 25(OH)D3 byly 

současně spolu s deuterizovanými vnitřními standardy extrahovány ze séra a následně 

odseparovány pomocí LC-MS/MS. Správnost metody byla stanovena na základě 

výtěžnosti vzorků spikovaných známým množstvím 25(OH)D. Absolutní návratnost 

25(OH)D2 92% a pro 25(OH)D3 97%. CV byl 0,2 - 0,6% pro hladinu > 1 ng/ml 25(OH)D 

a mezi 2% pro hladinu < 1ng/ml 25(OH)D. Vysoká správnost a přesnost s nízkou 

hladinou interferencí umožnily používat tuto metodu jako referenční (44). 

Stejná společnost (NITS) ve spolupráci s National Institutes of Health’s Office of 

Dietary Supplements v roce 2011 vyvinula certifikovaný referenční standard (standard 

reference material) SRM 972, který dokáže stanovit správnost u klinických stanovení 

vitaminu D ze séra a může být použit jako doplňující test při kontrole metod pro 

stanovení vitaminu D (45). 

V oblasti imunologických metod jsou nejčastěji používané: DiaSorin Liason 25(OH)D 

Total (CLIA) a Roche Modular  25(OH)D (ECLIA), které byly porovnávány vůči RIA 

metodě (19). 

Podle DEQAS z ledna 2009 byla směrodatná odchylka (SD) testovaného vzorku 

určená z výsledků pro všechny metody 2,0 ± 2,5 ng/ml a variační 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% 

(19). 
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Pro stanovení přesnosti bylo použito 5 sér určených pro kontrolu kvality (kity, in house 

made sady a vzorky séra pacientů) a měření se opakovalo 2 – 6x ve 3 - 5 cyklech. 

Přesnost (CV%) v průběhu analýzy byla pro RIA metodu 6,8 - 12,9%, pro LIAISON 

2,8 - 8,1% a pro Roche 1,9 - 5,5%. A celková přesnost byla pro RIA, LIAISON, Roche: 

7,4 - 14,5%, 7,3 - 17,5% a 7,6 - 14,5% v tomto pořadí. Při porovnání se dále zjistilo, že 

LIAISON má lepší korelaci (r = 0,918) a shodu (bias = - 0,36 ng/ml) s RIA metodou než 

Roche, který má korelaci (r = 0,871) a bias = - 1 ng/ml (obr. 10) (19). 

 

 

Obr. 10: Porovnání metod RIA vs. Liason (A) a (B) RIA vs. Roche (19) 
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tab. 7: Porovnání metod (19) 

 RIA LIAISON Total Roche 

forma analýzy exrakce, rovnováha RIA přímá, kompetitivní, CLIA přímá, kompetitivní, ECLIA 

platforma manuální automatizovaná automatizovaná 

objem vzorku 50 µl 25 µl 35 µl 

typ vzorku sérum/plazma  sérum/plazma sérum/plazma 

čas stanovení 110 min. 20 min. 18 min. 

citlivost od 1,5 ng/ml 4,1 - 152,5 ng/ml 4,1 - 101,7 ng/ml 

přesnost v průběhu (CV%) 6,8 - 12,9 % 2,8 - 8,1 % 1,9 - 5,5 % 

přesnost celková (CV%) 7,4 - 14,5 % 7,3 - 17,5 % 7,6 - 14,5 % 

 

Na základě získaných údajů bych jako nejvhodnější metodu pro stanovení vitaminu D a 

jeho metabolitů vybrala z automatických imunologických metod LIAISON Total. Jeho 

shoda s RIA metodou vyšla lépe než Roche a dalším důvodem je možnost stanovení i 

dalších metabolitů vitaminu, nejen celkového vitaminu D. 

U ELISA analýzy byl zjištěn limit detekce (LOD) 1,6 ng/ml. U analyzátoru Architect 

firmy Abbott byla zjištěna přesnost analýzy (CV) ≤ 10% a dále vykazoval dobrý 

korelační koeficient s LC-MS/MS. Analyzátor Centaur firmy Siemens vykazoval 

přesnost stanovení vitaminu D (CV) 2 - 8,8% (37, 42, 39). 
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7. Závěr 

Cílem této bakalářské práce bylo vytvořit přehled současných možností a metod 

používaných pro stanovení vitamínu D a jeho metabolitů v biologickém materiálu. 

Všechny dostupné metody lze rozdělit do dvou hlavních skupin, které tvoří 

imunologické a chromatografické techniky. 

Z imunologických technik lze pro stanovení vitaminu D a jeho metabolitů vybrat z celé 

škály metod, které jsou v této práci detailně popsány. Pracují na principu 

chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence, radioimunoanalýzy nebo ELISA. 

V současnosti s celosvětovým nárůstem požadavků na stanovení vitaminů D v klinice, 

převládají v biochemických rutinních laboratořích komerčně dostupné imunologické kity 

použitelné v biochemických analyzátorech. Dříve se využívala především RIA metoda, 

která dokáže stanovit 25(OH)D i jeho metabolity, ale také je časově náročná a navíc se 

ke stanovení používají pro organismus nebezpečné radioaktivní látky. Proto byla 

nahrazena metodami, které pracují na principu CLIA, ECLIA nebo ELISA. Jako metodu 

první volby bych zvolila LIAISON Total (DiaSorin), který v porovnání s RIA (DiaSorin) 

metodou vykazoval nejlepší shodu a navíc dokáže stanovit nejen celkový vitamin D, 

ale i jeho metabolity. Což je výhoda oproti jiným metodám např. Roche nebo Abbot. 

Přestože imunologické techniky prošly velkým vývojem a byla odstraněna řada jejich 

nedostatků, hlavně již zmíněná možná falešná pozitivita výsledků díky interferencím, 

nabývá v poslední době na významu druhá skupina metod založených na 

chromatografii. Obrovskou výhodou těchto metod je možnost separace jednotlivých 

forem a metabolitů vitaminu D, což umožní zvýšit specificitu stanovení. Další zlepšení 

přineslo spojení chromatografické separace s detekcí pomocí hmotnostního detektoru. 

V současné době existuje celá řada tzv. „ in house made“ metod, a jak bylo doloženo, 

v této bakalářské práci jsou dostupné i komerčně vyráběné chromatografické kity. 

Nevýhodou těchto kitů je jejich finanční náročnost a požadovaná instrumentace, která 

je pro menší laboratoře nedostupná. 

Dalším dlouhodobě řešeným problémem všech dostupných metod byla jejich 

standardizace. S rozvojem možností stanovení se také objevuje snaha o standardizaci 

stanovení pomocí referenčních metod a materiálů. Tento problém byl vyřešen díky 

NIST zavedením mezinárodního referenčního standardu SRM 972 a referenční 

chromatografické LC-MS/MS metody. Na jejím základě lze jednotlivé metody vzájemně 

porovnat mezi sebou, standard SRM 972 má sloužit k ověření správnosti při stanovení 

vitaminu D ze séra a může být použit i jako kontrola metod pro stanovení vitaminu D. 

Standardizace stanovení vitaminu D a jeho metabolitů v biologickém materiálu přispěla 
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ke zkvalitnění analýz, ale zároveň otevřela cestu k novým poznatkům o významu 

vitaminu D pro lidský organismus. 
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8. Zkratky 

1,25(OH)2 D3: 1,25 - dihydroxyvitamin D3 

1,25(OH)2 D2: 1,25 -  dihydroxyvitamin D2  

24,25(OH)2 D3: 24,25 - dihydroxyvitamin D3 

24,25(OH)2 D2: 24,25 -  dihydroxyvitamin D2 

25(OH)D: 25 - hydroxyvitamin D 

25(OH)D3: 25 - hydroxyvitamin D3 

25(OH)D2: 25 - hydroxyvitamin D2 

ALMT: průměrná hodnota všech laboratoří (All Laboratory Trimmed mean) 

APCI: chemická ionizace za atmosférického tlaku 

APPI: ionizace za atmosférického tlaku 

HPLC: vysoce účinná kapalinová chromatografie 

CLIA: chemiluminiscence 

CV: variační koeficient   

DBS: suché kapky krve (dried blood spots) 

DEQAS: mezinárodní vyhodnocení vnitřní kvality stanovení metabolitů 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: kapalinová chromatografie 

LC-MS: kapalinová chromatografie s hmotnostním spektrometrem 

LC-MS/MS: kapalinová chromatografie s hmotnostními spektrometry v tandemu 

LLOD: spodní limit detekce 

LLOQ: spodní 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: fotodiodový detektor 

PPE: extrakce vysrážením proteinů  

PTDA: 4-feny-1,2,4-triazoli-3,5-dion 

r: korelační koeficient 

r2: determinační koeficient 

RIA: radioimunoanalýza 

RLU: relativní světelná jednotka 

RSD: relativní směrodatná odchylka 

SD: směrodatná odchylka 

SPE: extrakce do pevné fáze  

SRM 972: referenční standard 972 

TMB: tetrametylbenzydin 

TOF-MS: čas doletu s hmotnostním spektrometrem 

TPA: tripropylamin 

VDBP: protein vázající vitamin D 

vitamin D3: cholekalciferol 

vitamin D2: ergokalciferol 
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