UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
Katedra biologickych a biochemickyckd/

STANOVENI VYBRANYCH VITAMIN U ROZPUSTNYCH
V TUCICH POMOCI HPLC

DIPLOMOVA PRACE

AUTOR PRACE: Bc. Pavla Novotna
VEDOUCI PRACE: Mgr. Roman Kafar, Ph.D.

2009



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Department of Biological and Biochemical Sciences

DETERMINATION OF SELECTED VITAMINS SOLUBLE
IN FATS USING HPLC

THESIS

AUTOR: Bc. Pavla Novotna
SUPERVISOR: Mgr. Roman Kadiar, Ph.D.

2009



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Katedra biologickych a biochemickych véd
Akademicky rok: 2008/2009

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Be. Pavla NOVOTNA
Studijni program: N3912 Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Analyza biologickych materidla

Nézev tématu: Stanoveni vybranych vitaminh rozpustnych v tucich
pomoci HPLC

Zasady pro vypracovani:

1) Teoreticka Cast

a)Prostudujte problematiku vitamind a zaméite se na vyznam a funkei retinolu, -tokoferolu,
Iykopenu a -karotenu v lidském organismu.

b)Seznamte se s literarnimi 1idaji popisujici moZnosti stanoveni vige uvedenvch vitaminii.
Pro reSersi vyuzijte dostupné databdze (Medline, Current Contents apod.)

2)Prakticka cast

a)Zavedte HPLC metodu pro stanoveni vyde uvedenych vitamini v lidské plazmé.

b)Urcete analytické parametry metody (pfesnost, spravnost, linearita, apod.)

¢)Stanovte referenéni hodnoty vvbranveh vitamint v plazmeé dobrovolnych darci krve

a porovnejte s literarnimi tdaji.

d)Stanovte hladiny vybranych vitaminid v plazmé pacientii s kardiovaskulirnim onemoené-
nim.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

podle pokynu vedouciho diplomové prace

Vedouci diplomové prace: Mgr. Roman Kandar, Ph.D.
Katedra biologickyveh a biochemickych véd
Konzultant diplomové prace: Mgr. Pavla Zakova, Ph.D.

Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani diplomové price: 1. fijna 2008
Termin odevzdani diplomové prace: 7. kvétna 2009

/i 1625 LS. ﬁ /frw

prof. Ing. Petr Lo§tdk, DrSc doc. R\Dr ?uzt-’md Bilkova, Ph.D
dékan vedouct katedry

V Pardubicich dne 27, tmora 2009



Prohlasuiji:
Tuto praci jsem vypracovala samostatiWesSkeré literarni prameny a informace, které

jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu peéuigratury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji prachujtarava a povinnosti vyplyvajici
ze zékona¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se &kosti, Ze Univerzita
Pardubice méa pravo na uzami licertni smlouvy o uZiti této prace jako Skolniho dila
podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s timpkadodojde k uziti této prace mnou
nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjeke Univerzita Pardubice
opravrena ode mne pozadovatiméieny g@ispivek na Uhradu naklad které na
vytvoreni dila vynaloZzila, a to podle okolnosti az dcfegkut€éné vyse.

Souhlasim s prezénim zgistuprénim své prace v Univerzitni kniho¥runiverzity

Pardubice.

V Pardubicich dne 6. 5. 2009

Pavla Novotna



Na tomto mist bych chéla podkovat vedoucimu prace Mgr. Romanu
Kand’arovi, Ph.D., za odborné vedeni a pomoc db§nu experimentu a za pomoé p
zpracovani nagtenych vysledi, a Mgr. Pavle Zakové, PhD., za pomoc ttghu
experimentu.

Také dkuji vSem dobrovolnym daten krve a paciefim s kardiovaskularnim

onemocgnim, kt&i poskytli vzorky krve.

Dale bych chila podtkovat své rodiad a pgateiim za veSkerou podporwheem

mého studia.



SOUHRN

Stanovili jsme hladiny vybranych vitaniimozpustnych v tucich v plaznpacient
s kardiovaskularnim onemaosmmim a u daré krve (n = 129) pomoci HPLC na
obracenych fazich s UV/VIS detekci.

Retinol, a-tokoferol, -karoten a lykopen byly separovany na keél@iscovery HS
C18 (15 cm x 4 mm, fm) uZzitim isokratické eluce. PouZzitd mobilni fazdabsneési
methanolu a ethanolu (75:25, v/v) aifpk dosahoval 0,8 ml.mih Vitaminy byly
stanoveny satasré s pouzitim dvou vnihich standan retinyl acetatu pro retinol a
karotenoidy a tokoferol acetatu pretokoferol.

Presnost v sérii, vyjdgna varianim koeficientem byla 4,9% pro retinol, 2,6%
pro a-tokoferol, 4,7% prg-karoten a 21,6% pro lykopen. Spravnost metodydigjda
vytéZnosti metody pro retinodi-tokoferol, B-karoten a lykopen byla nasledujici: 95,5%
(CV 6,2%), 91,5% (CV 4,5%), 90,4% (CV 3,2%) a < 50%

KLI COVA SLOVA: Vitamin A, vitamin E,p-karoten, lykopen, HPLC, UV/VIS

detekce.



SUMMARY

We have measured the levels of selected vitamirgblgo in fats in plasma
of patients with cardiovascular disease and bloodods (n = 129) by reverse-phase
HPLC with UV/VIS detection.

Retinol, o-tocopherol, B-carotene and lycopene were separed on a column
Discovery HS C18 (15 cm x 4 mm, #n) with isocratic elution. As mobile phase was
used the mixture of methanol and ethanol (75:2%) \&nd the flow rate was
0.8 ml.miri*. The vitamins were determined simultaneously usimg internal
standards, retinyl acetate for retinol and caratencand tocopherol acetate for
a-tocopherol.

The intra-assay coeficient of variation for retinaltocopherol, -carotene and
lycopene were 4.9%, 2.6%, 4.7% and 21.6%. Thevex@s were as follow: 95.5%
(CV 6.2%), 91.5% (CV 4.5%), 90.4% (CV 3.2%) andG%&

KEYWORDS: Retinol, a-tocopherol, B-carotene, lycopene, HPLC, UV/VIS

detection.
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Uvod

1 UVOD

V poslednich #kolika letech je pozornostédci zangiena na zvySeny vyskyt
civilizacnich onemoceni (nag. kardiovaskularni onemoéni, KVO) ve vysglych
statech s#ta. Je sledovan vliv reaktivnich stmmin kysliku a dusiku na organismus,
pric¢iny jejich vzniku a hlavé moznosti zabrami jejich Skodlivého fisobeni, jeZ nize
vést k rozvoji KVO.

Vitaminy rozpustné v tucich (vitamin Ag-tokoferol, B-karoten a lykopen) jsou
na organismus. Velmiidezita je proto dostatea hladinadchto latek v krvi.

Cilem této prace je zavést metodu stanoveni uvetleaptioxidani a stanovit
koncentrace jednotlivych latek v plagmdobrovolnych darc krve a pacierit
s kardiovaskularnim onemaanim. Ke stanoveni byla uzita metoda HPLC s UV/VIS

detekci.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Vitaminy jsou latky organického upodu. Mohou se d&it dle rozpustnosti
na vitaminy rozpustné ve véd vitaminy rozpustné v tucich. Mezi vitaminy rosme
ve vod se fadi vitaminy B komplexu (thiamin, riboflavin, niagi kyselina
pantothenova, pyridoxin, biotin, vitamin ;B kyselina listova) a vitamin C.
Mezi vitaminy rozpustné v tucich pavitamin A, D, E a K.

Vitaminy maji v organismutzné biochemické funkce a jsoibepazri dophovany
Z potravy. Proto jejich nedostatek nebo nizkijepn potravou mize vést k zavaznym

chorobam.

2.1.1 Karotenoidy

Karotenoidy seifadi mezi BZné girodni pigmenty. Jsou zodp&né nejen
zacervené, oranzoveé a Zluté zbarvenailisistlin, ovoce a kitin, ale také za zabarveni
n¢kterych ptak, hmyzu, ryb a kory& Doposud bylo charakterizovano vice nez
600 fiznych karotenoid, z nichZ jen #Bkolik bylo nalezeno v lidské plazm Déli se
do dvou fid: karotenoidy obsahujici kyslik - xantofyly (dtaplutein, zeaxantin)
a uhlovodikové karotenoidy (napykopen,3-karoten,a-karoten).

Karotenoidy jsou syntetizovany pouze rostlinamiktbeemi, houbami &asami.
Zivocichové je ziskavaji az ze své potravy.

Slouzi jako antioxidanty. Chrani #iky a tkak pred oxidativhim poskozenim.
ZmenSuji tak riziko degenerativnich poruch jako ujs@izné typy rakoviny,
kardiovaskularni a oftalmologické onemeénn Nekteré karotenoidy mohou slouzit také
jako zdroj vitaminu A (1).
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2.1.2 Vitamin A

Vitamin A, difve znamy také jako axeroftol, je nejdéle znamytarainem Radi se
mezi vitaminy rozpustné v tucich. Jeho strukturkalsfanovena gatkem 20. stoleti
(2).

Po chemické strance je alkoholem. Obsahuje ve swéekume Sestienny
B-iononovy kruh s b&nim trettzcem sloZzenym ze dvou isoprenoidnich jednotek.
Existuje ve dvou firozenych formach, jako vitamin Al (retinol) a wvitin A2
(3-dehydroretinol), které se liSi ggem dvojnych vazeb v Sedgnném kruhu (2).

NN _~OH

Obr. 1 Retinol (3)

Retinol (alltrans forma) je biologicky aktivni a nefain¢jSi forma ve zwieci tkani.
Tvoii bled® Zluté krystalky rozpustné v organickych rozpeédich. Snadno se zi
ultrafialovym z&enim, kyselinami, kyslikem a teplem.

V organismu metabolizuje natkolik biologicky aktivnich latek — retinoid Mezi rg

pafti kyselina retinova nebo retinal, ktery j@leitym prvkem pigmentu zraku (3).

Vitamin A je mijiman v potra¢ piimo nebo ve form provitaminu,
nap. B-karotenu, ktery se veist€ S€pi pisobenimp-karoten-15,15-dioxygenasou
na d¥ molekuly retinalu. Ty jsou poté redukovany natedhs+etinol a esterifikovany
dlouhymietzcem mastné kyseliny (hlagrkyseliny palmitové). Po absorpci je retinol
transportovan igs chylomikrony do jater, kde je ditskladovan jako retinyl ester, nebo
je znovu transportovan do plazmy jako volny alkohwvazany na specifickou
bilkovinu RBP (retinol vézajici protein). Ta uniofe transportovat retinol
do potebnych tkani (3).
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Vitamin A se vyskytuje pouze v Zigdnych potravinach. Oproti tomu,
provitaminy A pochazeji igvazre z rostlinné potravy a jsou ¥lé s fiznym stupgm
acinnosti geménovany na vitamin A.

Jeho zdrojem je ipdevSim rybi tuk, vnihosti, maslo, syry a mléko. Nejvice je
zastoupen v jatrech (2).

Doporuwena davka vitaminu A je 900y RAE/den pro muZe starsi 19 let a 1@p
RAE/den pro Zeny stejnéhatku. RAE je ekvivalent retinové aktivity. Je defirdov
jako: 1ug RAE = 1ug alltransretinolu = 12ug all4rans-p-karotenu = 241g ostatnich
karotenoid — provitamirii A (2).

Vitamin A pati spolu s vitaminem D mezi jediné vitaminy, u nichiize nadnirny
piijem potravou nebo vitaminovymi daiily zpisobit hypervitaminozu.
Hypervitamin6za A se projevuje zvySenou koncentvitaiminu A v krvi se symptomy
akutni (g kratkodobém fisobeni) nebo chronické toxicity. Symptomy akutmididy
jsou bolesti hlavy, nauzea a zvraceni. U chronitoikécity se vyskytuje navic dvojité
vidéni, ztrata vlas, suchost sliznice, olupovaniike, bolesti kosti a klou posSkozeni
jater, krvaceni a naslediaz kdma (3).

Proto je nejvysSi tolerovana hranicéjmpu retinolu rovna 300Qug/den pro muze
i Zeny. U dti je tato hodnota nizsi (2).

AvitaminGza A je nedostatek vitaminu A. Vyviji serpalu, nebt organismus jej
cerpda ze svych zasob v jatrech. Projevuje se probkmzerakem, nejprve ztratou vid
za Sera aippdlouhodobém velkém nedostatkuibe dojit az k oslepnuti.

DalSimi projevy hypovitamindzy jsou problémy &k a sliznicemi (suchostuke,
odlupovani, zrény na pfiduskach se zvysenou nachylnosti k infekcim) a vitgadth se

snaduji tvoii kameny (2).

Koncentrace vitaminu A v plazifrse pohybuje v rozmezi 2,40-3,2810l.I"* (4).
Vitamin A je potebny pro normalnitist a rozvoj. Hraje @ezitou roli v mnoha
metabolickych procesech. Je fsitny pro vidni, ma ulohu v reprodukci (syntéze
pohlavnich hormoiy spermatogenezi, v peti a formovani placenty), v genetické

regulaci, v regulaci buiného dleni, @i zvySeni imunitni odpasdi, piestavié kosti

a ve vSech stadiich vyvoje plic (3).
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2.1.3 Vitamin E

Vitamin E byl objeven vroce 1922 v zelené listmalenirt Robertem Evansem
a KatharinouBishop Protoze podporoval plodnost, byl pojmenovan jabkopherol
(z rectiny tokos — porod, phero — zrodit, ol — ozeai alkoholu) (5).
Vitamin E je souhrnny nazev pro molekuly vykazujibiologickou aktivitu
R, R, Ra-tokoferolu. V gfirod¢ se pirozere vyskytuje osm latkovych forem
vitaminu E:a-, B-, y- ad-tokoferol a a-, -, y- aé-tokotrienol (5, 6). Jejich molekuly se
skladaji z chromanového jadra a postranitéizce (2). Tokotrienoly se od tokofetol
liSi jen tim, Ze maji nenasycenydnbretézec (6).

Nejvice roz&eny jea-tokoferol (5,7,8-trimethyltokol).

HO

Obr.2 a-Tokoferol (2)

Tokoferoly se tvéi jen v rostlinach a jsouiftomny ve vSech lipidech rostlinného
puvodu. Jejich zdrojem jsoui@vazr orechy (vlaSske, burské), psemé klicky,
rostlinné oleje a potraviny obsahujici tyto olegeJozrnné rostlinné vyrobky, semena,
zelend listova zelenina a laginy (2).

Denni gijem o-tokoferolu potravou je 6,4 — 12,6 mg. UZzivanimznych
vitaminovych dopika muaZze byt hodnota vysSi. | kdyZz nebyly nelezeny zagazn
komplikace @i vySSim gijmu, nenglo by pijaté mnoZzstvi pesdhnout horni hranici,

kterd byla nastavena na 1g/den (7).
Koncentrace-tokoferolu v plazni se pohybuje v rozmezi 22,4-29,60l.1" (4).

Hlavni funkci vitaminu E je role antioxidantu. Ibkije propagaci lipidové
peroxidace a takto chrdni membrany nebo lipoprgteied oxidativnim poSkozenim

8).
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2.1.4p-Karoten

B-karoten je pirodnim pigmentem, syntetizovanym rostlinami a mdganismy (9).
Je nejvyznamSim provitaminem vitaminu A. Rozgienim jeho molekuly vznikaji
dvé molekuly vitaminu A (10).

Molekula B-karotenu se sklad4 ze dvgdiononovych kruli spojenychctyimi

isoprenovymi jednotkami (2).

N e e e G s U e N

Obr.3 p-Karoten (11)

B-Karoten se vyskytuje v zelené listové zelénan v oranZzovém a Zlutém ovoci
a zelenig (10). Nalezneme ho ve vysoké koncentraci v mridezi dalSi zdroje pait
nag. mango, sladké brambory, méka, dyr€é, kapusta, Spenat, paprika,datp, petrzel
kadegava, hlavkovy &msky salat (2, 9, 10).

V piirodé ho nalezneme s ostatnimi karotenoidyevazri v all-trans formg,
ale zpracovanim ovoce a zeleniny dochazi ke vzaigizomerfi. Stupé izomerace je
zavisly na intenzé#t a trvani tepelného zpracovani (9).

Doporwena denni davkaigpmu p-karotenu je 2-4 mg/den. Aby se z potravy
vstrebal, je nutné ho uvolnit z matrig@Karoten je spolu s ostatnimi karotenoidy pevn
vazan k makromolekulam. Proto j&ehba naruSit tyto vazby (mechanicky, tepelnym
zpracovanim) v fitomnosti malého mnozstvi tikdo kterého se rozpousti (2). Do krve
je prenaSen pomoci chylomikron kde je pak transportovan lipoproteinyétSina
B-karotenu prosgednictvim frakce LDL).

Koncentraces-karotenu v plazfhse pohybuje v rozmezi 0,105-0,22@0L.1" (4).

Pfi hodnoceni hladirB-karotenu v plazm je nutno vzit v Gvahu tmi obdobi,

ve kterém byl odér uskut€énén. Divodem je zavislost na sklaglpotravy (2).
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Pfi nedostatku p-karotenu v potray je polatas jeho Ubytku v plazén kratSi
nez 12 dni (2).

2.1.5 Lykopen

Lykopen je acyklicky izomerp-karotenu, ktery je ti@n 8 isoprenovymi
jednotkami (2). Obsahuje 11 linedrnuspdadanych konjugovanych dvojnych
vazeb (11) a dvvazby nekonjugované (12). Ve své stri&tmemaB-iononovy kruh,

proto nema aktivitu provitaminu A (2).

Obr.4 all-trans-Lykopen (11)

Je vysoce lipofilni latkou a vyznamnym antioxidantePotravou je fijiman
v pfitomnosti tuku a spolu Fkarotenem je v organismu prvétntransportovan
pomoci LDL ¢astic, umo#ujici jim ochranu proti oxidaci (13). N&jstji je umisgn
v buré¢nych membréanéch a jinych lipidovych sloZzkach (INlezneme ho ve vysSich
koncentracich ve varlatech a nadledvinach. Dalea®hazi v ledvinach, vajeicich
a tukove tkani (11).

Koncentrace lykopenu v lidské plaZntvoii smes trans a cis izome v pongru
asi 1:1. V rostlinnych zdrojich sé¢qvazr vyskytuje vtrans konfiguraci, coz je nejvice
stabilni forma (12).

Lykopen je dostupny jen v malém ¢ho rostlinné potravy, narozdil od ostatnich
karotenoid. Nejvice je pitomen véerveném ovoci a zeleriphlavre v ragatech a jeho
zpracovanych produktecht@a, k€up, pasty a onmiky). Také se nachazi ve vodnim

melounu, v @Zzovych grapefruitech, mefikdch a 6Zzovém guava (12, 13).
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Jako polyen podstupuje lykopérans-cis izomeraci vyvolanou stlem, tepelnou
energii nebo chemickymi reakcemi. Nigad teplem zpracovana tafa a rajatove
produkty indukuji izomeracirans formy nacis, kterd ma vyssSi biologickou aktivitu
(12).

Koncentrace lykopenu v plaznse pohybuje v rozmezi 0,116-0,2680L1.I" (4).

Pfi nedostatku lykopenu v potr&se jeho poléas Ubytku v plaz# pohybuje mezi
12-33 dny. To je delSi doba neB+karotenu (2).

2.2 Vliv antioxidanti na kardiovaskularni onemocréni

2.2.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou ochranné latky, které brani tworbmadnérného mnozZstvi
reaktivnich forem kysliku (n&p hydroxylovy radikél ‘OH, singletovy kyslik 'O,)
a dusiku (naip radikal oxidu dusnatéhdNO). Déje se to prosednictvim aktivity
enzymi, jako je superoxiddismutasa a katalasa, nelsolgenim proteiin vazajicich
piechodné prvky (Zelezo,dd), branici tak jejich katalyze v radikalové reakci.
(nag. vitamin C,a-tokoferol, karotenoidy a glutathion). Jsou csmaany podle jejich
pusobeni jako vychytave c¢i zametge (scavengers), lapa (trappers) a zhade

(quenchers) (14).

2.2.2 Kardiovaskularni onemocgni

Kardiovaskularni onemo¢ni je onemocéni postihujici srdce a cévy. Jeigpbeno
rozvojem aterosklerotickych zm v cévni sin¢ pasobenim ovlivnitelnych (vysoka
hladina celkového cholesterolu a LDL, keni, obezita aj.) a neovlivnitelnych fakiior
(geneticke faktory).

Oxidani stres je jednim z faktbidnesSni doby vyvolany usphanym stylem Zivota.
Je disledkem nerovnovahy mezi tvorbou reaktivnich forgyliku a dusiku (RONS)

a antioxid&ni kapacitou konkrétni tk&n VysSi hladiny RONS se podileji ve tkanich
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na modifikaci — zmné struktury a funkci bilkovin a lipitl Mohou poskodit také

nukleové kyseliny.

Hlavnim prvkem vzniku aterosklerotického procesu sk&n¢ cévy je oxidani
modifikace LDL, kter4 nastavaipobenim kyslikatych radikalna LDL lipoproteiny
pii jejich prichodu cévni ghou. Pozmnéné lipoproteiny jsou vychytavany makrofagy,
u nichz dochazi po nahromaud €chto latek k pemén¢ na gnovou buku. Prvotni faze
aterosklerdzy je tedy charakterizovana vznikemopych bugk, jejichz akumulaci se
vytvareji tukové prouzky, dale intermedialni Iéze a nawateromy (2).

Klinicky se onemoc#éni cév projevuje jako ischemicka choroba grdeve forng
akutniho infarktu myokardu nebo anginy pektoris|Sai projevy jsou vysoky krevni

tlak a mozkova mrtvice (2).

2.2.3 Risobeni antioxidanti

Vitaminy rozpustné v tucich maji vyznamnou roli rganismu jako antioxidanty
pusobici proti RONS. Snazi se svym vlivem zpomaliboneabéanit oxidativnimu
poskozeni okolni tk&nvyskytujici se v blizkosti RONS.

o-Tokoferol je hlavnim v tuku rozpustnym antioxidamt V lidském organismu
pusobi jako dinny antioxidant membran (2). Brani tak peroxideienenasycenych
mastnych kyselin, které se vyskytuji v Banych a nitrobuscnych fosfolipidech (jako
nag. mitochondrii, endoplazmatického retikula a platiokgch membranach) (18).
a-Tokoferol chrani lipidy vychytavanim peroxylovychadikah, premenujici je
na hydroperoxidy, jez dale odsitge glutathionperoxidasa. Touto reakci vznikajiétak
tokoferoxyloveé radikaly, které mohoutgobovat dalSi poskozeni. Proto je nutnd jejich
regenerace do gpodni formy uskuténéna reakci nap s kyselinou askorbovou
a dalSimi latkami, jako je redukovany glutathiokognzym NADPH (2, 16, 17).
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RO*® ROH
/ \‘
o-tokoferol o-tokoferoxyl®
==
askorbat® askorbat
——
GSH GS*®

2GS —— > GSSG

2 NADPH + H* 2 NADP*

GSSG\ /;2 GSH

glutathionreduktdza

Obr.5 Antioxidatni (Cinek a-tokoferol a jeho regenerace (16)

Antioxidatni &inky a-tokoferolu misobi i vysoké koncentraci kysliku. Proto se
a-tokoferol nejvice hromadi v membréanach, které jggstaveny vysSimu parcialnimu
tlaku kysliku (v membranach erytrodya dychaciho ustroji) (18).

Vitamin A ma jen mirné antioxidai inky. Preventivni efekt jeho vlivu je proto
minimalni. Risobi jako zhagesingletového molekularniho kyslikdtQy), metabolitu,
jeZ neni sice povazovan za volny radikal, ale jevébmi reaktivni okyskiujici agens
0 vysoké energii (2). Zhaseni singletového kysjé&kumozrno schopnosti vitaminu A
a jinych latek (retinoil, karotenoidy) absorbovat energii bez chemickéersm
Excitovany {O,) se poté vrati do zékladniho molekularniho staez poskozeni
okolnich tkani (2).

B-Karoten hraje hlavni roliipvychytavani volnych kyslikovych radikave tkanich
pii nizkém parcialnim tlaku kysliku. Vyznamnse tak dopiuje s antioxidénim
puasobenima-tokoferolu (18, 19), ktery je ginny pri vySSich koncentracich (18).
Vychytava peroxylové radikaly za vznikgrkarotenového radikalu, ktery je vysoce
stabilni a porérn¢ nereaktivni.3-Karotenové radikaly mohou dale podstoupit rozklad
na neradikalové produkty nebo mohou reagovat srdel®Inymi radikaly (10).
B-Karoten s ostatnimi karotenoidy (lykopen) a vitaem A je také vyznamnym

zhasSéem singletového molekularniho kysliku (2).
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2.3 Stanoveni vitamim rozpustnych v tucich

Analytické stanoveni latek zavisi na charakterurkzpna chemickych vlastnostech
sledovanych analg§ta jejich funknich skupinach. Pomocfiznych metod se tuje
piitomnost hledanych slozZek a jejich mnoZstvi.

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je nejvicaifisanou metodou
pro stanoveni karotenaidtokoferofi a retinolu. Zvoleni vhodnych podminek (mobilni
a stacionarni faze, {ok a teplota) dochazi k separagttito latek na koloxhr Prib¢h
separace je mozno detekovimymi typy detektat.

Jednou z mé&huzivanych metod je superkriticka fluidni chromatdg (20).

Neinvazivni metodou stanoveni je Ramanova spekitioem@1).

DuleZitou vlastnosti f stanoveni latky je jeji rozpustnost v konkrétnim
rozpoustdle. Analyty rozpustné ve veédse @li do i skupin, iontové, disociované
a nedisociované sléaniny. Analyty rozpustné v organickych rozp@d$ch se
rozc&luji na rozpustné v methanolu a rozpustné v hexaau

Retinol aa-tokoferol jsou latky porrné polarni, rozpustné viznych alkoholech.
Jejich nejlepSim rozpougtiem je ethanol.

Karotenoidy jsou latky vice lipofilni. Nerozpou&® ve vod a jejich rozpustnost
v methanolu je limitovana. Vhodnym rozpatdiem je proto naip hexan nebo hexan ve
smesi s dichlormethanem.

Dichlormethan ale fize, jako jin& vyhovujici rozpou&tla karotenoid (chloroform
¢i tetrahydrofuran), kontaminovat vzorek stopamitogthloridi a hydroperoxid, které

reaguji s karotenoidy a @gobuiji jejich rozklad (8).

2.3.1 Riprava vzorku
Méteni hladiny karotenoid tokoferoh a retinolu se provadi v séru, plazmebo
ve vzorku tkas. Vzorek je ped HPLC analyzou upraven postupem, jenz zahrnuje

n¢kolik nasledujicich krok
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1. Deproteinace.
Ke vzorku se fida ethanol nebo jiny alkohol épobujici precipitaci
piitomnych bilkovin. V tomto kroku seie gidat i vnitrni standard
(8).

2. Extrakce kapalina-kapalina.
V druném kroku dochazi k extrahovani analytfaze vodni (tedy
voda s ethanolem) do faze organické (&&jji hexan), nemisitelné
s vodnou fazi.
Opakovanim extrakce se u této metody dosahujé vy&&Znosti.

3. Odpdeni v atmosfie dusiku.
Odebrana organicka faze se odpa atmosfée dusiku do sucha.
Vznikly odparek se i@d analyzou rozpusti vdirtm objemu
rozpoustdla (nelépe mobilni faze).

Tkanovée vzorky, oproti vzorkm z plazmy nebo séra, se musieg extrakci
homogenizovat. To se provadi pomociniéého homogenizatoru nebo rodnenim
malych nakrajenych kousk vzorku, které byly zmraZzeny tekutym dusikem.
Homogenizovany vzorek e byt poté extrahovan organickym rozpédiEm jako
u piipravy seéra.

Homogenni vzorek Ize ziskat také aplikaci alkaliclk@aponifikace nebo
enzymatického traveni tukové a koZzni tkdNevyhodou &chto metod je mozna ztrata

stanovovanych slozek vigledku inkubace za zvySené teploty (25-37°C) (8).

2.3.2 Vysokowinna kapalinova chromatografie

Pro analyzu latek stanovovanych metodou HPLC {jeezty vybér stacionarni
a mobilni faze a detektoru. Z&kladem jsou znalastichemickych vlastnostech

stanovovanych slozek.

22



Teoretick&4st

2.3.2.1 Stacionarni faze

Stacionarni faze je nepohyblivou slozkou kapalinah€omatografie, navazanou
na kulovychc¢asticich ze silikageldi skla o piiméru 3-10um. Je umisina v kolor,
kterd dosahuje délky 10 az 30 cm afmitio paiméru 1-5 mm (22).

Karotenoidy,a-tokoferol a retinol se separuji na obracenychctdzNa nosii jsou
navazany silanové skupiny s nepolarnimi alkyly {nayktyl, oktadecyl). Analyza se
provadi pedevsim s navazanymi alkyly oktadecylu (C18). Awgloslednich letech se
vyuzivaji také kolony C30 (alkyly triakontylu) (1které umo#uji lepsi rozliSeni
karotenoid a jejich izomei (23, 24).

2.3.2.2 Mobilni faze

Mobilni faze je pohyblivym prvkem kapalinové chrawgrafie. RPes kolonu je
protlatovana za vysokého tlakuigobenimierpadla, které svotinnosti udava rychlost
pratoku.

Analyty lze stanovovat dwna typy ngreni. Gradientovou eluci, kdy sehem
analyzy mé¢ni sloZzeni mobilni faze. Ta je pomoci programu séna ze dvou a vice
z&sobnik do ukitého procentualnim zastoupeni. U isokratickéhoatani je sloZeni
mobilni faze stejné v fibéhu celé analyzy.

Pfi separaci na obracenych fazich jsou hlavnimi raZpdly voda, methanol,
ethanol a acetonitril. N&stgji se jedna o s¥s dvou neboitf rozpoustdel, jejichZz

pomer ovliviiuje selektivitu stanoveni prézné analyty (22).

2.3.2.3 Vniirni standard
Vnittni standard je latka fjplavana ke vzorku ke zlepSeni opakovatelnosti
a presnosti kvantitativniho stanoveni (8).
Vnitini standard by & sphovat tyto zakladni poZzadavky:
1. Mél by se analytu podobat chemickymi a fyzikalnimiasthostmi
CO nejvice je to mozné.
2. Nenxl by byt béZnou sloZkou vzorku.
3. Vnitini standard a analyt by &y byt rozcleny na chromatogramu
zakladnou a eluovat blizko sebe. Odabwbou sloZzek na det&ki systém
by mela byt stejnd. Latky by gy byt piéitomny vtémt stejnych

koncentracich (25).
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4. Mgél by byt definovanou stabilni sléaninou vysokéistoty.
5. Nemdl by interferovat s analytem nebo s jinym signalematrix vzorku.

6. M¢l by byt kome&n¢ dostupny nebo v labordtsnadno syntetizovan (8).

Pfi stanoveni vitamifi rozpustnych v tucich se pouzivaji ¥nit standardy uvedené

v tabulce 1.

Tab. 1 Pouzivané vnihi standardy

Vnitini standard Analyzovana latka
Tokoferol acetat a-Tokoferol (26 - 30)
Retinol (29)
B-Karoten (26)
Tokoferol nikotinat a-Tokoferol, retinol (31)
Retinyl acetat Retinol (26 - 28)
a-Tokoferol (32)
Karotenoidy (33)
Retinol palmitat Lykopen,B-karoten (30)
Retinol butyrat Retinol, a-tokoferol (34)
Tocol a-Tokoferol, retinol B-karoten (35)
Echinenon Karotenoidy (27,32)
B-apo-8’-Karotenal Karotenoidy (29)

Ethyl-B-apo-8'-karotenoat Lykopen (36)

Nonaprenof-karoten Karotenoidy (34)

2.3.2.4 Identifikace a detekce latek

Kvalitativni stanoveni hledané slozky umoje tzv. retetni cas. Je to doba,
za kterou stanovovana latka doputuje od iilastk detektoru. Porovnanim retarich
¢adi standard s retedinimi ¢asy vzorku lze identifikovat jednotlivé stanovované
analyty. Intenzita signalu potomdauje mnoZstvi sledované latky ve vzorku.

NejbézrejSi uzivané detektory, pro stanoveni karotetoithkoferofi a retinolu,
jsou UV/VIS detektory.
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UV detektor

UV detektor ndfici pri jedné vinové délce (n&p254 nm — rttiova vybojka)
je velmi citlivy na aromatické a jiné organickewwleniny, které absorbuji vySe uvedené
z&eni. Jeho vyhodou je velkd citlivost, linearita iséosti méfené absorbance
na koncentraci a nezavislost signalu naétqiové rychlosti eluatu. Jeho nevyhodou je,
Ze neni univerzalni, citlivost se émi s hodnotou absatpiho koeficientu latky

a pouzivana mobilni faze nesmi absorbovatlpove délce 254 nm (37).

VY s

200-800 nm) pomoci monochromatoru (37).

Detektor s diodovym polem

NejlepSim UV/VIS detektorem je detektor s diodovymolem. Ten prorii
absorgni spektrum latky v wené oblasti vinovych délek a ulozi si ho do pam
Detekeni limit detektoru je 18° g.mr*. Citlivost je steji jako u UV detektorutizna
a @i zvolené vinové délce zavisi na velikosti molamgbsorpniho koeficientu latky
(22).

Fluorescetini detektor

Retinol a tokoferol mizeme n&iit také pomoci fluorescéniho detektoru (38).
Detekce je zaloZena na principu fluorescence, subgiplatek absorbovat ultrafialové
z&eni a poté jej emitovat o vysSi vinové délce (22).

Karotenoidy takto stanovovat nelze, ngéboemaji schopnost fluorescence (20).
Fluorescedni detektor ma detéki limit az 10" g.ml* a je vysoce selektivni

pro fluoreskujici latky (22).

Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory (napamperometrické, konduktometrické) jsou velmi
selektivni a univerzalni (37). PouZivaji s& pnalyze latek oxidovatelnych nebo
redukovatelnych na polarizovatelné elektr@@?2). Jejich prosednictvim se stanovuji
tokoferoly (39), ale také i n&3-karoten (40).
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Hmotnostni detektor

Hmotnostni spektrometr jako detektor je velmi spigadu metodou stanoveni latek.
Umoziuje identifikaci latky, ukeni jeji struktury a relativni molekulové hmotnosti
UzZivanym zjisobem spojeni s HPLC analyzou je ihapchemicka ionizace
za atmosférického tlaku (8, 41).

Hmotnostni spektrometry mohou byt také spojeny jédodemové hmotnostni
spektrometry (MS/MS), kde po prvni separaci se go¥any iont podrobi dalSi reakci
a z ni vzniklé ionty jsou analyzovany (22, 41).

Pro sledovani metabolismu vitamiimozpustnych v tucich se uziva Zesi latek
uhlikem C° nebo dvou hexadeuterovanych izatofj’Hg] B-karotenu a 3Helretinyl

acetatu) slouzici pro rozpoznaginnosti flemsny karotenoid a retinoid (8).

2.3.3 Ramanova spektrometrie

Karotenoidy v KZi Ize stanovit také pomoci Ramanovy spektromd®iB). Je to
neinvazivni optickd metodafimiz se detekuje rozptylené Ramanoveéené vznikajici
interakci monochromatického ieai (msobenim laseru) s molekulami vzorku
za sodasné zminy jejich vibra&nich a rotanich staw. Béhem vibrace se émi také
polarizovatelnost molekuly (22).

Tato metoda se pouZziva ke studiu nepolarnich vézeG, C=C) (22), které se
u karoteoid, radicich se mezi polyeny, vyskytuji (21).
Ramanova spetrometrie je metodou, jeZ nezasahujeordanismu pacienta jako
u stanoveni vzorku tk&npomoci HPLC. Ma schopnost rozpoznat karotenoidgime
ostatnimi antioxidanty viki. To je zgisobeno unikatni schopnosti otisku finstolekul
rezonujicich dvojnych vazeb (21).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii

a-Tokoferol (25g, T3251, Sigma, Steinheinmgrécko)

Retinol (1 g, R7632, Sigma, Steinheimgmécko)

B-Karoten (10 g, C9750, Sigma, Steinheindnicko)

Lykopen (1 mg, 43018, Fluka, Steinheinmgmécko)

Lutein (1 mg, X6250, Sigma, Steinheim¢rNecko)

Retinyl acetat (1 g, R4632, Sigma, Steinheirimitko)

Retinol palmitat (5 g, R3375, Sigma, Steinheinipicko)

a-Tokoferol acetéat (25 g, T3376, Sigma, Steinheikmitko)
-apo-8’-Karotenal (1 g, 10810, Fluka, Steinheinipt¥cko)
2,6-di-tert-butyl-4-methylfenol (100g, B1378, Signsteinheim, Nimécko)
Ethanol gradient grade (2,5 |, 1.11727.2500, Melbzkmstadt, Nmecko)
Methanol gradient grade (2,5 |, 1.06077.2500, MeBrmstadt, mecko)
n-Hexan (2,5 I, 1.04391.2500, Merck, Darmstadinicko)

Stlateny dusik (Linde Technoplyn, Pralizeskéa republika)

3.2 Seznam pistroja

Pumpa Pye Unicam PU4015 (Pye Unicam, Cambridgelié)ng
Davkovaci ventil, systém Rheodyne (ECOM, Prateskéa republika)
Termostat kolon LCO 101 (ECOM, Pral@zeska republika)

Detektor UV/VIS LCD 2048 (ECOM, Prah@eska republika)

Kolona Discovery HS C18 (15 cm x 4 mmp) (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Drzak PEEK filtti (ESA Inc, Chelmsford, MA, USA)

PEEK filtr (ESA Inc, Chelmsford, MA, USA)

Mikrostiikagka, typ Hamilton (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, &angko)
Centrifuga MR 23i (Jouan SA, St Herblan, Francie)

Centrifuga Sovall TC (Du Pont, Newtown, USA)

Lednice s mrazakem Liebherr (Liebherr, LinZnhNecko)

Hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo Electric Gaponsko)
Ultrazvukova vana K12 (Kraintek, Podhajska, Slokens
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Termovap (ECOM, Prah&eské republika)

UV/IVIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent tecHogies Inc, Wilmington, DE,
USA)

Pipety Finnpipette (Thermo Scientific, Waltham, MASA)

Multidavkova: (Eppendorf, Hamburg, &inecko)

Zatizeni pro vyrobu ultrésté vody Milli — @ s (<0,055uS) (Millipore, Billeriea,
MA, USA)

Filtracni aparatura Supelco (05110, Supelco, Belleforie (F5A)

Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze (0,@m x 47 mm, Supelco, Bellefonte, PA,
USA)

Vortex Reax top (Heidolph, Frankfurtghecko)

Trepaka Multi Reax (Heidolph, Frankfurt, &hecko)

Analytické vahy LB-105012 (Laberté, Budape®lad’arsko)

Nylonové filtry pro filtraci vzorki pied HPLC analyzou (nylon 0,32n, Corning, NY,
USA)

Vyvéva KNF Neuberger (KNF Neuberger, Freiburgniecko)

Laboratorni nadobi

Polyethylenové tmavé mikrozkumavky (1,5 ml)

Software: Clarity verze 2.6.402 (DataApex, Pral@eska republika), UV/VIS

Chemstation software (Agilent technologies, WadhronBW, Nemecko),

SigmasStat 3.5 (Systat Software, Inc, San Jose, SA)U

3.3 Soubor paciendi

Vzorky krve byly odebrany 129 paciéam diagnostikovanych pomoci koronarni
angiografie pro bolest na hrudi. Pacienti, ¥&w45-69 let, byli rozé8leni do ¥ skupin

podle kritérii v tabulce 2.

Tab. 2 Kritéria rozdleni pacient
Skupina  Kritérium Peet

Pacienti s vyskytem sten0z
PCI ) o 45
a perakutnim koronarnim zdsahem

w
~l

P Pacienti s vyskytem sten6z a bez PCI

N Pacienti bez stendéz se symptomy imitujilc7|'
kardiovaskularni onemoegni
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VSichni (Gastnici podstoupili angiografii, vyplnili dotazn& poskytli vzorek krve.
Zadny z analyzovanych subjéktnetrgl renalnim, jaternim nebo onkologickym
onemocgnim a nebral vitaminové dajdy. Pred z&atkem studie byl ziskan od vSech
pacieni informovany souhlas. Studie byla schvalena etickamumisi Nemocnice
Pardubice (filoha 1).

Vzorky venozni krve byly odebrany do zkumavek olgiaich EDTA mezi 7. a 8.
hodinou ranni natao. Plazma byla ziskana centrifugaci krevnich kizqti 1500 g
po dobu 20 minut a okaméituchovavana ip —80 °C v 1,5 ml polypropylenovych

tmavych mikrozkumavkéach.

3.4 Fiprava roztoku

Z4sobni roztola-tokoferolu

Do 100 ml ethanolu bylo kvantitatigrprevedeno asi 200 martokoferolu a roztok byl

fadre promichén. Zasobni roztok byl skladovan v mrazékua20 °C.

Z4sobni roztolg-karotenu

Do 100 ml hexanu bylo kvantitatigrprevedeno asi 5 m@-karotenu a roztok byfdre

promichan. Zasobni roztok byl skladovan v mrazaka20 °C.

Z&sobni roztok lykopenu

Do 100 ml hexanu byl kvantitati¢npreveden asi 1 mg lykopenu a roztok bgtre

promichan. Zasobni roztok byl skladovan v mrazaka20 °C.

Z4sobni roztok retinolu

Do 100 ml ethanolu byly kvantitati¢rprevedeny asi 3 mg retinolu a roztok bgdne

promichan. Zasobni roztok byl skladovan v mrazaka20 °C.

Zasobni roztok luteinu

Do 100 ml ethanolu byly kvantitati¢nprevedeny asi 1 mg luteinu a roztok Bgdre

promichan. Zasobni roztok byl skladovan v mrazaka20 °C.
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Zasobni roztok retinyl palmitatu

Do 10 ml hexanu bylo kvantitatigrpievedeno asi 500 mg retinyl palmitatu a roztok byl

fadreé promichan. Zasobni roztok byl skladovan v ledpici4-8 °C.

Zasobni roztolB-apo-8’-karotenalu

Do 10 ml hexanu bylo kvantitati¢nprevedeno asi 5 mf-apo-8’-karotenalu a roztok

byl fadre promichén. Zasobni roztok byl skladovan v mrazé@ke20 °C.

Zasobni roztok retinyl acetatu

Do 100 ml ethanolu byly kvantitati¢rprevedeno asi 2 mg retinyl acetatu a roztok byl

fadre promichén. Zasobni roztok byl skladovan v mrazékua20 °C.

Zasobni roztok tokoferol acetatu

Do 100 ml ethanolu bylo kvantitatigrpreveden asi 100 mg tokoferol acetatu a roztok

byl fadre promichén. Zasobni roztok byl skladovan v mrazékue-20 °C.

Smes vnittnich standanil

Pro analytické stanoveni byla pouzita ésmvnitnich standanid tokoferol acetatu
a retinyl acetatu v po#énu 1:2. Jeden mililitr zasobniho roztoku tokofeemletatu byl
smichan s 2 ml z&sobniho roztoku retinyl acetd8unal ethanolu. Vznikly roztok byl

dokonale promichan.
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3.5 Stanoveni-tokoferolu, retinolu, B-karotenu a lykopenu

a-Tokoferol, retinol, B-karoten a lykopen byly stanoveny v plaznpomoci

vysoko&inné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci.

3.5.1 Kalibra¢ni rada

Kalibracni fada byla fipravena ze s#si zasobnich roztdka-tokoferolu, retinolu,
B-karotenu a lykopenu.

Pro kazdé nové stanoveni byly jednotlivé zasobrtoky ¢erstw naredény tak, aby
koncentrace stanovovanych analyposledniho bodu kalibrace) ve vzniklé &snbyla
vySSi nez jsou hodnoty fyziologické. Poté byla pttena absorbance&dhto roztok
pomoci spektrofotometru Agilent 8453ri(plnovych délkach: 292 nm pra-tokoferol,
325 nm pro retinol, 450 nm pfkaroten a 468 nm pro lykopen){pha 10-13).

Hodnoty gesnych koncentraci pracovnich roztokyly urceny ze zji&nych
absorbanci a molarniho absémfho koeficientu (34, 40, 42).

C retinolu = A/ 53000 (mol 1) (34)
Ca-tokoferolu = A X 248,1 imol.I*) (40)
Ca-karotenu= A X 4,74 (imol.I'") (42)
Ciykopenu= A X 3,56 (imol.I™") (42)

Vysledna smis byla gipravena pipetovanim 150 z kazdého pracovniho roztoku
do jedné mikrozkumavky a naslediyl cely obsah této mikrozkumavkyikladns

promichan.

Nakonec byla vytviena sedmibodova kalibfiai fada, kde vysledné koncentrace
a tokoferolu dosahovaly (80; 40; 20; 10; 4; 2:u@ol.I*, retinolu (5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,25; 0,125; O)umol.I*, B-karotenu (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,05; 0,025; jGyol.I*
a lykopenu (0,7; 0,35; 0,175; 0,09; 0,035; 0,0)7yr@ol.I'".
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3.5.2 Kiprava vzorka a standardi

Do tmavych mikrozkumavek (1,5 ml) bylo pipetovan®02ul plazmy, 200l
ethanolu a 2Qul snesi vnittnich standantl Cely obsah mikrozkumavek byl dokonale
promichan na vortexu a inkubovan po dobu 10-ti mgiiu-20 °C.

Priprava kalibranich roztok byla provedena obdobnym tgobem. Do tmavych
mikrozkumavek s 20@l smeésného standardu bylaigano 200ul deionizované vody
a 20 pl smesi vnitinich standanal Obsah mikrozkumavek byl dokonale promichan

na vortexu a inkubovan 10 minuiti p20 °C.

3.5.3 Extrakce

Po inkubaci bylo ke vzofim pfidano 500pul n-hexanu. Mikrozkumavky byly
prottepavany 10 minut a centrifugovany po dobu 10 muiiu22000 g a 4 °C. Poté byla
vrchni hexanova vrstva odebrana do novych é&amgch tmavych mikrozkumavek.
Timto zpisobem byla extrakce provedena dvakrat.

Spojené hexanové vrstvy byly odpay v atmosfie dusiku fi laboratorni teplat
Vzniklé odparky byly az do doby analyzy skladovamyrazaku (-80 °C).

Odparky standakda vzorki byly pred nadavkovanim na chromatografickou kolonu
rozpusény v 200 ul mobilni faze a pefiltrovany pomoci centrifugaich filtra
(22000 g, 5 minut, 4 °C).

3.5.4 Fiprava mobilni faze

Jeden litr mobilni faze (methanol-ethanol, 75:25) \byl pripraven smichanim
750 ml methanolu a 250 ml ethanolu. Mobilni fazdabypoté pefiltrovana pes

nylonovy filtr a odvzduséna po dobu 30 minut v ultrazvuku.
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3.5.5 Parametry HPLC analyzy

Mobilni faze: methanol-ethanol (75:25, v/v), izdlkcka eluce
Pritok mobilni faze: 0,8 ml.mih

Davkovany objem: 5ql

Kolona: Discovery HS C18 (15 cm x 4 mmyif)
Teplota: 40°C

Detekce: 0-4 min, 325 nm (retinol, retinyl acetat)

4-10 min, 292 nmd-tokoferol, tokoferol acetat)
10-15.50 min, 468 nm (lykopen)
15.50 —20 min, 450 nnf8{karoten)

Doba analyzy: 20 minut

3.5.6 Analytické parametry

Presnost v sérii

Pfesnost stanoveni vitaniinrozpustnych vtucich byla ¢ena analyzou 10-ti
stejnych vzork plazmy. Vzorky byly analyzovanyhem jednoho dne. Mirougsnosti

byl pouzit varigni koeficient (CV%), ktery byl vyp#itan podle uvedenych vzdrc

SD:\/Z(Xi ~ AVG)?
n-1

CV%:ﬂELOO
AVC
(SD — smdrodatna odchylka, ;x— koncentrace vzorku i, AVG — {mérna hodnota
koncentraci vSech vzoikn — p@et vzorki).

Spravnost
Spravnost metody byla ¢ena pomoci fiddavki zndAmého mnozZstvi stanovované

slozky (@-tokoferolu, retinoluB-karotenu nebo lykopenu) ke vzorku plazmy. Pro kazd
analyt byly provedenytyii piidavky. Dosazené koncentrace byly v rozsahu hodnot

kalibrani kiivky stanovované latky.
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R(%) =22 100
y

(xi — koncentrace vzorkuijgavku i,  — koncentrace vzorku nulovéhdigavku,

y - pfidané mnoZstvi analytu)

3.5.7 Vyhodnoceni

Koncentrace sledovanych vitanlinrozpustnych v tucich byly &eny metodou
kalibratni kiivky (zavislost koncentrace na péra plochy piku vitaminu ku ploSe piku

vnitiniho standardu).

Identifikace byla provedena srovnanim reférdoh casi se standardnimi roztoky

nebo metodoufjidavki.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kalibraé¢ni kiivky

Kalibraéni zavislost poréru plochy piki o-tokoferolu k vnitnimu standardu
tokoferol acetatu je znazamma na obrazku 6. #vka vykazuje linearni pib&h
v rozsahu pouzitych koncentraci 0 —j#8ol.I™.

Kalibracni zavislost porru plochy piki retinolu, B-karotenu a lykopenu
k vnitinimu standardu retinyl acetatu je zndzamna obrazku 7 - 9.1ky na obr. 7
a 8 vykazuiji linearni ibsh v rozsahu pouzitych koncentraci pro retinol 038nol.I"*
a prop-karoten 0 — 0,9mol.I"*. Na obrazku 9 je znazam linearni piibéh v rozsahu
pouzitych koncentraci lykopenu (0 - 08®0l.I""). Naobrazku 10 je Kkalibéai

zavislost lykopenu s nelinearnim rozloZzenim vliveosledniho bodu kalibrace.

0,6

0,5

y = 0,0062x + 0,0071
R? = 0,9982

pom ér ploch pik G (tokoferol/IS)
o o
w B

o
N

0,1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
C tokoferol (Umol/l)

Obr. 6 Kalibratni kiivka pro stanoverii-tokoferolu v plazmni
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pom ér ploch pik @ (retinol/IS)

pomér ploch pik @ (B-karoten/IS)

y =0,5114x + 0,023

257 R® = 0,999

1,5

0,5 1

0 1 2 3 4 5

¢ retinol (umol/l)

Obr. 7 Kalibratni kiivka pro stanoveni retinolu v plazm

3,51

y =3,7541x - 0,0261
R® = 0,9988

2,5

1,51

0,5

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
C B-karoten (umol/l)

Obr. 8 Kalibratni kiivka pro stanoverfi-karotenu v plazm
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Obr. 9 Kalibratni kiivka pro stanoveni lykopenu v plagm
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Obr. 10 Kalibratni kiivka pro stanoveni lykopen v plazm
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4.2 Chromatografické zaznamy

Prometenim gipravenych standadda vzorki byly ziskany chromatografické zaznamy.
Obrazek 11 ukazuje chromatograficky zaznandssré@ kalibrace o koncentraci retinolu
0,66 umol.I*, a-tokoferolu 9,82 pmol.I*, B-karotenu 0,114mol.I* a lykopenu
0,083umol.I™.

Na obrazku 12 a 13 je zobrazen zaznam vzorku plakimygienych vzork byl
problém s detekci iffomného lykopenu. Obrazek 12 ukazujéitgmny lykopen

ve vzorku, zatimco na obrazku 13 nebyl lykopen kistan.

[mVv]

250

200

~
<
K
w

1504

Voltage
240 1

1004

504

1371 8

1483 9
> 1651 10

o

T T T T
0 5 10 15 20
. [min.]
Time

Obr. 11 Chromatograficky zaznam €si standard. 1 — retinol (2,40 min), 3 - retinyl
acetat (2,97 min), 5a-tokoferol (4,60 min), 7 - tokoferol acetat (5,64nin 8 — lykopen
(13,71 min), 10 B-karoten (16,51 min).

HPLC podminky: pitok 0,8 ml.mif™; T = 40 °C; M.F.: methanol-ethanol (75:25, v/v);
detekce (0-4min — 325 nm, 4-10min — 292 nm, 1GABin-468 nm,
15,50-20 min - 450 nm).
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[mVv]
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2,98 3
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241 1

459 5
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Obr. 12 Chromatograficky zaznam vzorku. 1 — retinol (2/in), 3 - retinyl acetéat
(2,98 min), 5 -a-tokoferol (4,59 min), 7 - tokoferol acetat (5,65nm 10 — lykopen
(13,97 min), 11$-karoten (16,57 min).

HPLC podminky: stejné jako u obr. 11.
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Obr. 13 Chromatograficky zaznam vzorku. 1 — retinol (2/in), 3 - retinyl acetat
(2,98 min), 5 -a-tokoferol (4,58 min), 7 - tokoferol acetat (5,65n 11— p-karoten
(16,51 min).

HPLC podminky: stejné jako u obr. 11.
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4.3 Analytické parametry

4.3.1 Fresnost v séri
Presnost stanovenia-tokoferolu, retinolu, B-karotenu a lykopenu v sérii

(intra-assay) je uvedena v tabulce 3.

Tab. 3 Presnost stanoveni vitantimozpustnych v tucich ve vzorku plazmy

Analyt Paset mitent Praimérna Variatni
¢ (umol.I") koeficient (CV%)

Retinol 10 1,27 5,7

Retinol 10 3,02 4,9
a-Tokoferol 10 22 3,1
o-Tokoferol 10 38 2,6

Lykopen 10 0,087 22,2

Lykopen 10 0,097 21,6
[-Karoten 10 0,27 6,8
B-Karoten 10 0,61 47

4.3.2 Spravnost

Spravnost stanoveni vitaniinrozpustnych v tucich byla otestovdna metodou
standardnichijdavki. Vysledky testu jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5.

U lykopenu byla zjigina vytznost pod 50%.

Tab. 4 Spravnost stanoveni retinowmaokoferolu

Retinol a-Tokoferol

Pridavek Nangfend Vytéznost  Pridavek Namgtend Vytéznost

(umol.I™ ¢ (umol.I") (%) (umol.I™y ¢ (umol.I") (%)
0,00 1,21 - 0,0 18,3 -
0,27 1,47 95,8 5,0 22,7 88,0
0,54 1,76 103,1 10,0 27,1 88,0
0,81 1,92 88,8 15,0 32,7 96,0
1,07 2,22 94,1 20,0 37,1 94,0

Praimérna Praimérna

wytEznost (%) 95:5 wytEznost (%) L5
SD 5,89 SD 4,12
CV (%) 6,17 CV (%) 4,51
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Tab. 5 Spravnost stanovefiikarotenu

B-Karoten
Pridavek Namsiena Vytéznost
(umol.I) ¢ (umol.I") (%)

0,000 0,431 -
0,100 0,519 88,0
0,200 0,609 89,6
0,500 0,904 94,6
0,750 1,101 89,3

Primérna

vytéznost (%) 204

SD 2,90

CV (%) 3,21

4.3 Distribuce hladin vitamini rozpustnych v tucich

Distribuce hladin jednotlivych vitamin u vybranych skupin pacieht jsou
znazorrné krabicovymi grafy a diagramy rozptyleniiilpze 2-5.

4.3.1 Retinol

Koncentrace retinolu je u skupin PCl a P miuyssi &Z u skupiny N. U Zen ve
skupinach PCI a P je hladina retinou vy&& o muZ. Ve skupig N je jen nepatrny

rozdil.

Tab. 6 Koncentrace retinolu u skupiny PCI a dalSi soyidsparametry

Skupina PCI

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramgr (umol.I™) 1,213 1,186 1,319
Sner. odch. imol.I™) 0,494 0,445 0,704
Median gimol.I") 1,143 1,144 1,141
Rozsah 2,111 2,111 1,818
Maximum @mol.I) 2,789 2,789 2,507
Minimum (umol.I'") 0,678 0,678 0,689
Rozdleni Exponencialni Exponencialni Exponencialni
Pazet (n) 24 19 5

41



Vysledky

Tab. 7 Koncentrace retinolu u skupiny P a dalSi souwisgarametry

Skupina P

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramgr (umol.I™") 1,262 1,238 1,400
Smer. odch. imol.IY) 0,326 0,322 0,366
Median @mol.I™") 1,260 1,260 1,360
Rozsah 1,431 1,399 0,861
Maximum @mol.I™) 1,871 1,838 1,871
Minimum (umol.I'") 0,440 0,440 1,010
Rozdleni Laplaceovo Laplaceovo Rovnemé
Paset (n) 27 23 4

Tab. 8 Koncentrace retinolu u skupiny N a dalSi souvisgjarametry

Skupina N

Ok pohlavi Muzi Zeny
Pramér (umol.I™) 1,138 1,179 1,090
Smer. odch. mol.I™) 0,320 0,342 0,300
Median gmol.I™) 1,055 1,033 1,076
Rozsah 1,092 1,051 1,027
Maximum @mol.I") 1,771 1,771 1,706
Minimum (umol.I'") 0,679 0,720 0,679
Rozdleni Normalni Normalni Normalni
Paset (n) 28 15 13

4.3.2 a-Tokoferolu

Hladinaa-tokoferolu je ve skup#PCI niZsi nez ve skupinach P a N. Ve sk&pin
je vyssi hladina vitaminu E u Zen, oproti tomu Jei@né PCI je vySSi hladina

vitaminu E u mui.
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Tab. 9 Koncentrace-tokoferolu u skupiny PCI a dalSi souvisejici pagtim

Skupina PCI

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramgr (umol.I™) 22,11 22,47 20,71
Sner. odch. imol.I) 4,42 4,72 2,71
Median gimol.I") 21,90 22,103 21,20
Rozsah 20,49 20,49 9,10
Maximum @mol.I) 34,85 34,85 25,40
Minimum (umol.I'") 14,36 14,36 16,31
Rozdleni Normalni Normalni Normalni
Pazet (n) 45 36 9

Tab. 10Koncentraca-tokoferolu u skupiny P a dalSi souvisejici paragnet

Skupina P

Ok pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I%) 23,59 23,51 24,03
Smer. odch. imol.IY) 9,71 10,08 8,30
Median gmol.I%) 20,76 20,92 20,56
Rozsah 37,18 37,18 22,34
Maximum @mol.I") 48,52 48,52 39,66
Minimum (umol.I'%) 11,33 11,33 17,32
Rozckleni Exponencialni Exponencialni Normalni
Pcatet (n) 37 31 6

Tab. 11 Koncentracex-tokoferolu u skupiny N a dalSi souvisejici paramet

Skupina N

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I™) 23,67 23,19 24,09
Smer. odch. imol.I%) 5,72 5,79 5,75
Median ¢imol.I™) 23,27 22,73 23,31
Rozsah 28,46 21,66 28,46
Maximum @mol.I") 42,38 35,70 42,38
Minimum (umol.I'%) 13,92 14,04 13,92
Rozckleni Laplaceovo Normalni Laplaceovo
Pcatet (n) a7 22 25
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4.3.3 p-Karoten

Hladinap-karotenu je vysSi u Zerghu muii.

Tab. 12 Koncentraces-karotenu u skupiny PCI a dalSi souvisejici paramet

Skupina PCI
Ob pohlavi Muzi Zeny

Pramgr (umol.I") 0,095 0,088 0,125
Sner. odch. imol.I) 0,117 0,110 0,146
Median gimol.I") 0,067 0,063 0,073
Rozsah 0,640 0,640 0,452
Maximum @mol.I") 0,661 0,661 0,513
Minimum (umol.I'") 0,021 0,021 0,061
Rozdleni Exponencialni Exponencialni Exponencialni

Pazet () 45 36 9

Tab. 13Koncentracg-karotenu skupiny P a dalSi souvisejici parametry

Skupina P

Ok pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I%) 0,106 0,087 0,207
Sner. odch. tmol.I™) 0,120 0,087 0,208
Median gmol.I%) 0,057 0,055 0,165
Rozsah 0,564 0,449 0,556
Maximum @mol.I™) 0,588 0,473 0,558
Minimum (umol.I'%) 0,025 0,025 0,033
Rozckleni Exponencialni Exponencialni Normalni
Pcatet (n) 37 31 6
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Tab. 14 Koncentracgy-karotenu u skupiny N a dalSi souvisejici parametry

Skupina N

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I™) 0,139 0,112 0,163
Smer. odch. imol.I) 0,098 0,067 0,155
Median @mol.I%) 0,114 0,098 0,123
Rozsah 0,527 0,239 0,498
Maximum @mol.I™) 0,543 0,255 0,543
Minimum (umol.I'") 0,017 0,017 0,045
Rozdleni Laplaceovo Normalni Laplaceovo
Poset (n) 47 22 25

4.3.4 Lykopen

Z davodia vyskyti pouze jednoho zastupce Zen ve skupinach PCIl aeRe n
dostaténé posoudit hladiny lykopenu u mua Zen vé&chto skupinach.

v v s

Ve skupirg N je vySSi koncentrace lykopenu u niuz

Tab. 15Koncentrace lykopenu u skupiny PCI a dalSi soyigisparametry

Skupina PCI

Ob pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I™) 0,022 0,025 0,001
Smer. odch. imol.I) 0,013 0,010 -
Median imol.I™) 0,022 0,023 0,001
Rozsah 0,039 0,029 -
Maximum @mol.I") 0,040 0,040 0,001
Minimum (umol.I'%) 0,001 0,011 0,001
Rozckleni Rovnondrné Rovnordrné -
Pazet (n) 9 8 1
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Tab. 16 Koncentrace lykopenu u skupiny P a dalSi souvispfirametry

Skupina P

Ok pohlavi Muzi Zeny
Pramer (umol.I?%) 0,038 0,039 0,030
Smer. odch. mol.I™) 0,023 0,024 -
Median {tmol.I%) 0,033 0,033 0,030
Rozsah 0,066 0,066 -
Maximum @mol.I") 0,071 0,071 0,030
Minimum (umol.I'") 0,005 0,005 0,030
Rozdleni Normalni Normalni -
Patet (n) 10 9 1

Tab. 17Koncentrace lykopenu u skupiny N a dalSi souesg@rametry

Skupina N
Ob pohlavi Muzi Zeny

Pramgr (umol.I™) 0,032 0,039 0,027
Sner. odch. imol.I'%) 0,018 0,009 0,020
Median gimol.I") 0,033 0,040 0,018
Rozsah 0,054 0,020 0,054
Maximum @mol.I*) 0,061 0,049 0,061
Minimum (umol.I'%) 0,007 0,029 0,007
Rozdleni Normalni Rovnorrné Normalni
Patet (n) 14 5 9
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4.4 Korelace hladinami jednotlivych vitamina a vékem

Korelaci mezi hladinami jednotlivych vitamina wkem u skupin PCIl, P a N
(u obou pohlavi, u muZa zen) byla zji#ha pomoci Spearmanovy korelace.

Byla nalezena statisticky vyznamna zavislost unodti ve skupid N (n= 28,
P =0,0098, R =- 0,480) a u lykopenu: ve skapifech dastniki (n = 32, P = 0,013,
R =-0,436), v P skupéobou pohlavi (n = 10, P = 0,013, R =-0,743) ask@pirt
umu# (n =9, P =0,0108, R = - 0,775). Ve vSe&bhto skupinach se vrstajicim

vékem kles& hodnota koncentrace daného vitamitilofa 6-9).

Tab 18.Korel&ni zavislosti-tokoferolu a retinolu nadku

a-Tokoferol Retinol
Skupina n R P n R P
VSechny skupiny
Obe pohlavi 129 -0,109 0,217 79 -0,122 0,282
MuZzi 89 -0,109 0,306 57 -0,14 0,289
Zeny 40 -0,134 0,408 22 -0,0609 0,786
PCI skupina
Obe¢ pohlavi 45 -0,164 0,208 24 -0,206 0,33
MuzZi 36 -0,119 0,486 19 -0,214 0,373
Zeny 9 -0,319 0,381 5 0,158 0,783
P skupina
Obe pohlavi 37 -0,154 0,359 27 0,306 0,119
Muzi 31 -0,132 0,476 23 0,173 0,425
Zeny 6 -0,543 0,297 4 0,8 0,333
N skupina
Obe¢ pohlavi 47 -0,0932 0,531 28 -0,48 0,0098
MuZzi 22 -0,0701 0,751 15 -0,406 0,127
Zeny 25 -0,0997 0,63 13 -0,431 0,137
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Tab 19.Korelaini zavislost lykopenu prkarotenu na &ku

Lykopen B-Karoten
Skupina n R P n R P
VSechny skupiny
Ok pohlavi 32 -0,436 0,013 129 0,0375 0,673
MuZi 22 -0,4 0,064 89 0,0532 0,62
Zeny 10 -0,375 0,275 40 -0,203 0,208
PCI
Obe pohlavi 9 -0,567 0,0988 45 0,0582 0,702
MuZi 8 -0,405 0,29 36 0,0426 0,804
Zeny 1 1 1 9 -0,0588 0,844
P
Obe pohlavi 10 -0,743  0,0108 37 0,101 0,548
MuZi 9 -0,755 0,0158 31 0,129 0,485
Zeny 1 1 1 6 0,143 0,803
N
Obe pohlavi 14 -0,312 0,271 47 0 1
MuZi 5 0,1 0,95 22 0,16 0,472
Zeny 9 -0,373 0,38 25 -0,3 0,143

4.5 Porovnani hladin jednotlivych vitamind mezi skupinami

Porovnavani hladin vybranych vitaniimezi skupinou PCI nebo P se skupinou N
bylo provedeno pomoci t-testu nebo Mann-Whitne@siut
Ve skupirg PCI u obou pohlavi (P = <0,001), ve skupPCl u mui (P = 0,022),

ve skupig P u obou pohlavi (P = 0,003) a ve skggdhu mu# (P = 0,034) byla hladina
B-karotenu nizsi nez ve skupiil.

e

Ve skupirg PCl u mu# byla pozorovana i nizsi hladina lykopenu nez ugpak N.
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Tab. 20Porovnani hladin retinolu

Skupina Koncentraceunol.I?) Pravdpodobnost (P)
PCIx N
Obe pohlavi 1,21 + 0,49 (n = 25) vs. 1,138 + 0,32 (2% 0,905
Muzi 1,19 + 0,45 (n = 20) vs. 1,18 + 0,34 (n = 16) 0,965
Zeny 1,32+ 0,70 (n=5) vs. 1,09 £ 0,30 (n = 13) 333
P x N
Obs pohlavi 1,26 + 0,33 (n = 28) vs. 1,14 + 0,32 (2%} 0,161
Muzi 1,24 +0,32 (n = 24) vs. 1,18 + 0,34 (n = 16) 0,596
Zeny 1,40 + 0,37 (n = 4) vs. 1,09 + 0,0,30 (n = 13) 0,105

Tab. 21 Porovnani hladim-tokoferolu

Skupina Koncentraceuol.I™) Prava@podobnost (P)
PCIxN
Obe pohlavi 22,11 + 4,42 (n = 45) vs. 23,67 + 5,72 (#7) 0,150
MuZzi 22,47 + 4,72 (n = 36) vs. 23,19 £ 5,80 (n 3 22 0,605
Zeny 20,708 £2,71 (n =9) vs. 24,09 £ 5,75 (n ¥ 25 0,073
PxN
Obe pohlavi 23,59 + 9,71 (n = 40) vs. 23,67 + 5,72 (#7) 0,163
MuZzi 23,51+ 10,08 (n =31) vs. 23,19 +5,80 (n% 2 0,432
Zeny 24,03+ 8,30 (n=9) vs. 24,09 £ 5,75 (n = 25) 0,984

Tab. 22 Porovnani hladifi-karotenu

Skupina Koncentraceuol.I™) Prav@podobnost (P)
PCIxN
Obe pohlavi 0,095 + 0,117 (n = 45) vs. 0,139 + 0,098 @47) <0,001
MuZi 0,088 + 0,110 (n = 36) vs. 0,112 + 0,067 (22} 0,022
Zeny 0,125 + 0,146 (n = 9) vs. 0,163 + 0,115 (rb¥ 2 0,093
PxN
Obe pohlavi 0,106 + 0,120 (n = 40) vs. 0,139 + 0,098 @47) 0,003
MuZi 0,087 + 0,087 (n = 31) vs. 0,112 + 0,067 (22 0,034
Zeny 0,207 £ 0,208 (n = 9) vs. 0,163 + 0,115 (rb¥ 2 0,980
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Tab. 23.Porovnani hladin lykopenu

Skupina Koncentraceunol.I) Pravdpodobnost (P)
PCI x N
Obe pohlavi 0,022 + 0,013 (n = 10) vs. 0,032 + 0,01 (15) 0,162
Muzi 0,025 + 0,010 (n =9) vs. 0,039 £ 0,009 (n)= 6 0,028
P x N
Obg pohlavi 0,038 + 0,023 (n = 11) vs. 0,032 + 0,047 (15) 0,426
Muzi 0,039 + 0,024 (n = 10) vs. 0,039 + 0,009 (6)= 1
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5 DISKUSE

Stanoveni vitamith rozpustnych vtucich bylo provedeno HPLC metodou
na obracenych fazich.

ViInové délky pro stanoveni byly ¢gny prongtenim jednotlivych roztok standard
na spektrofotometru. Ziskana absaripmaxima latek (Floha 10-13) byla porovnana
s uzivanymi vinovymi délkami ip UV/VIS stanoveni. Pouzitd maxima dosahovala

hodnot - praa-tokoferol 292 nm, retinol 325 nrf;karoten 450 nm a lykopen 468 nm.

V ramci této prace, stanoveni vitaminu rozpustnyadhcich, byla pvodreé snaha
I 0 stanoveni luteinu, ktery je detekovan4b0 nm.

Vlivem vybéru metody analyzy na obracenych fazich byl lut@a,je polargjSim
karotenoidem neZ3-karoten a lykopen, eluovaréste za retinyl acetatem aigqd
a-tokoferolem. Nebt kazda zd&chto latek ma své abs@rnhd maximum i jiné vinové
délce, vyskytl se problémiippiepinani detektoru z vinové délky 325 nm, detekujici
retinol a jeho vnini standard retinyl acetat, na 450 nm pro luteiebyl zde dostatey
prostor k pepnuti vinovych délek mezi prévse eluujicimi latkami. # stanoveni
vzorku plazmy (filoha 14) doSlo k fepnuti vinovych délek jeStv dok eluovani
retinyl acetatu, a tedy detekce luteinu byla znamod.

Byla zvaZzovana moznost W jiného vnitniho standardu misto retinyl acetatu,
ktery byl zvolen i jako vnihi standard stanovovanych karoterioitNaSe pozornost
byla zangfena na dva jiné vriiti standardy &n¢ pouzivané p stanoveni karotenoid

Prvré jsme testovali retinyl palmitat. V blizkosti regin palmitatu za danych
podminek neeluovala Zadna interferujici latka afminnstanovovany analyt. Za této
situace byla dostata¢ dlouha doba na z&nu vinové délky Bhem analyzy.

Probléemem vSak je, Ze se tato latk&zrid vyskytuje v lidské plaz
(viz priloha 15,16). NaSe pozorovani je v souladu s jingufilikovanymi tdaji (43).

Z tohoto divodu nemohl byt retinyl palmitat pouzit jako winit standard.

Stejny problém se vyskytl i uB-apo-8-karotenalu (viz. iloha 17, 18).
B-apo-8'-Karotenal pravibodobré vznika i degradaci molekul-karotenu (44, 45).

Navic se eluoval v blizkosto-tokoferolu, a tak off nastal problém vigpinani
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vinovych délek. Nami pouZzivany detektor je v torotdedu dosti pomaly v porovnani
s modergjSimi spektrofotometrickymi detektory. NejlepSi lwylo pouZiti detektoru
s diodovym polem.

UvaZovali jsme jestnad jednim moznym viitim standardem, echinenonem (32).
Jedna se o vhodny vhiim standard, ktery se za normalnich okolnostilskié plazr
nevyskytuje. BohuZel je tato latka kortet nedostupna.

Ze zjistnych poznatk vyplynulo, Ze nejvhodf)Sim vnitnim standardem je
za €chto podminek retinyl acetat. Zibdu €sné eluce retinyl acetatu a luteinu bylo
stanoveni luteinu nemozné.

Vhodnym vnitnim standardem pra-tokoferol byl zvolen tokoferol acetat, ktery

eluoval az zan-tokoferolem, navic oba analyty byly monitorovany gtejné vinové
délce (292 nm).

Proméfenim vzork dardi a pacient s kardiovaskularnim onemaarim byly
ziskany koncentrace jednotlivych anélyPorovnanim ziskanych n&menych hodnot
stanovovanych latek vSechiastniki s hodnotami uvashymi v publikacich (4, 46)
vyplyva, Ze ziskané koncentrazgokoferolu,B-karotenu a retinolu, stejriak lykopenu

jsou nizSi Bz publikované. NiZze to byt ovliveno Zivotospravou dastniki této studie.

All-translykopen je latkou citlivou na UV Zéni a oxidaci, jejichZ jsobenim se
preménuje na cis izomery. Proto jsme sé& ptipraw vzorku snazili zabranit vlivu
slung&niho zd&eni uzitim tmavych mikrozkumavek a praci v pfedt bez pimého
sluneniho zdeni.

VyzkouSeli jsme i butylovany hydroxytoluen (BTH)atku, kterd jecasto uzivana
v publikovanych metodach (29) jako ph@stek zabr&mi izomerace. f#dava se
do extrakniho roztoku a papi mobilni faze.

Pripravili jsme si 0,1% roztok BTH v hexanu, jez Ipbté uzit pi extrakci analyi.

Pti HPLC analyze taktoifpravenych vzori jsme zjistili gitomnost neznamych pik
Z daivodu mozného ovlivni stanoveni nami vybranych andlyhebylo BTH dale

pouzivan.

Z divodu nestability lykopenu nebylo moznociirspravnost metody pomoci

standardnichifidavki. VytéZnost se pohybovala pod 50%.
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Sledovani vlivu ¥ku na hladinach vitaminv jednotlivych skupinach (u obou
pohlavi, mua a Zen) jsme zjistili pomoci Spearmanovy korelaaéisticky vyznamnou
zavislost u retinolu ve skupinN (n = 28, P = 0,0098, R =- 0,480). Z hodnoty
korela&niho koeficientu vyplyva, Ze koncentrace klesa saustajicim ¥kem
(ptiloha 6). U lykopenu jsme nalezli statisticky vymmaou zavislost ve skupirvSech
Gcastnila (n = 32, P = 0,013, R =- 0,436), v P skupatoou pohlavi (n = 10, P = 0,013,
R =-0,743) av P skuptnmuar (n = 9, P = 0,0108, R = - 0,775). Ve vSeéhhto
skupinach, stefhjako u retinou v N skupi se vztistajicim ¥kem klesa hodnota

koncentrace lykopenuiffioha 7-9).

Porovnanim hladin vybranych vitangiskupiny PCI nebo P se skupinou N pomoci
t-testu nebo Mann-Whitneyho testu byla 2zjigt niZSi koncentrace-karotenu
ve skupig PCIl u obou pohlavi (P = <0,001; 0,0951 + 0,11% é4b) vs. 0,131 £+ 0,0980
(n = 47)), ve skupi PCI u mua (P = 0,022; 0,088 + 0,110 (n = 36) vs. 0,112 60,0
(n = 22)), ve skup# P u obou pohlavi (P =0,003; 0,106 + 0,120 (n 3 40
vs. 0,139 £ 0,098 (n =47)) a ve skupiR u mua (P =0,034; 0,087 + 0,087 (n=31)
vs. 0,112 + 0,067 (n = 22)).

Také byla nalezena nizsi hladina lykopenu ve skupi€l u muz (P = 0,028;
0,025 + 0,010 (n =9) vs. 0,039 + 0,009 (n = 6)).
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6 ZAVER

Cilem této metody bylo stanoveni vitariimozpustnych v tucicia-tokoferolu,
retinolu, 3-karotenu a lykopenu) v plaznpacientt s kardiovaskularnim onemasrim
a u dobrovolnych datc krve. Celkem bylo analyzovano 129 vzrkpomoci

vysokoinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci.

Byla nalezena statisticky vyznamna zavislost hiadytkopenu ku ¥ku ve skupig
vSech @dastniki, ve skupig P u obou pohlavi a u maizStatisticky vyznamna zavislost
koncentrace retinolu naku byla nalezena i v N skuginVe vSechdchto skupinach se

ukazalo, Ze s vistajicim ¥kem klesa hladina vySe zngimych vitamiri.

Porovnavanim hladin vybranych vitamimezi skupinou PCI nebo P se skupinou N
byla zjiS€na nizSi koncentracg-karotenu ve skupthPCIl u obou pohlavi, ve skugin
PCI u mu, ve skupig P u obou pohlavi a ve skupi® u mui.

Také byla nalezena nizsi hladina lykopenu ve skupi@l u mua.
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Priloha 2: Hladiny retinolu u mu& Zen a obou pohlavi ve skupiRCIl, P a N,
znazorrné krabicovymi grafy a diagramy rozptyleni.
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Priloha 3: Hladiny a-tokoferolu u mu#, Zen a obou pohlavi ve skupiRCI, P a N,
znazorrné krabicovymi grafy a diagramy rozptyleni.
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Piiloha 4: Hladiny B-karotenu u muf Zen a obou pohlavi ve skupiRCI, P a N,
znazorrné krabicovymi grafy a diagramy rozptyleni.
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Piiloha 5: Hladiny lykopenu u mug Zen a obou pohlavi ve skupiRCI, P a N,
znazorrné krabicovymi grafy a diagramy rozptyleni.
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Piiloha 6: Korelaini zavislost hladin retinolu natku ve skupig N obou pohlavi
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Priloha 7: Korelaini zavislost hladin lykopenu naku ve skupig vSech dastniki

u obou pohlavi
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Scatter Matrix
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Piiloha 8: Korelaini zavislost hladin lykopenu n&ku ve skupi& P u obou pohlavi
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Priloha 9: Korelani zavislost hladin lykopenu n&ku ve skupig P u mui
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Piiloha 10: Absorgni spektrumu-tokoferolu, absogni maximum pi 292 nm
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Priloha 11: Absorgni spektrum retinolu, absanmpi maximum pi 325 nm
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Piiloha 12: Absorgni spektrum lykopenu, abs@m maximum pi 468 nm
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Piiloha 13: Absorgni spektrun-karotenu, absotmi maximum pi 450 nm
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Priloha 14: Chromatograficky zaznam vzorku plazmy. 1 - retif®82 min),
2 - o-tokoferol (7,91 min), 3 - tokoferol acetat (9,89nm 4 - lykopen (18,75 min),
5 - B-karoten (21,44 min).

HPLC podminky: pitok 0,5 ml.mifnt (0-11,35 min), 1,0 ml.mih (11,35-25 min);

T=40 °C; M.F.: methanol-ethanol (75:25, v/v);taee (0-5min — 325 nm,
5-7 min - 450 nm, 7-12 min — 292 nm, 12-25 min © 4n).

69



Prilohy

[mV]

Voltage

1921 6

-207 T T T T
0 5 10 15 20
Time

[min.]

Piiloha 15: Chromatograficky zdznam vzorku plazmyiglpnymi vnitnimi standardy.
1 - lutein (5,83 min), 2 <w-tokoferol (7,50 min), 3 - tokoferol acetat (9,22nin
4 - retinyl palmitat (15,34 min), 5 - lykopen (16,8in), 6 -3-karoten (19,21 min).
HPLC podminky: pitok 0,5ml.min* (0-11,05 min), 1,0 ml.mih (11,05-22 min);
T=40 °C; M.F.: methanol-ethanol (75:25, v/v); @lete (0-5min — 325 nm,
5-7 min - 450 nm, 7-12 min — 292 nm, 12-22 min © 4n).
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Priloha 16: Chromatograficky zaznam vzorku plazmy be&gdanych vnitnich
standard. 1 - lutein (5,87 min), 2 -o-tokoferol (7,57 min), 3 -retinyl palmitat
(15,39 min), 4 - lykopen (16,93 min), 3-karoten (19,24 min).
HPLC podminky: stejné jako wioze 15.
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Piiloha 17: Chromatograficky zdznam vzorku plazmyiglpnym vnitnim standardem
B-apo-8-karotenalu. 1 —lutein (3,80 min), 2 B-apo-8’-karotenal (4,77 min),
3 - lykopen (14,45 min), 4a-karoten (16,40 min), 5B-karoten (17,41 min).

HPLC podminky: pitok 0,8 ml.mif"; T = 40 °C; M.F.: methanol-ethanol (75:25, v/v);
detekce 450 nm.
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Priloha 18: Chromatograficky zaznam vzorku plazmy beéz@ného vnitniho
standard3-apo-8’-karotenalu. 1 — lutein (3,83 min), B-apo-8’-karotenal (4,81 min),
3 - lykopen (14,67 min), 4a-karoten (16,55 min), 5p-karoten (17,53 min).

HPLC podminky: pitok 0,8 ml.min™; T = 40 °C; M.F.: methanol-ethanol (75:25, v/v);
detekce 450 nm.
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Priloha 19: Chromatograficky zdznam vzorku plazmy s uzitym9,toztokem
BTH v hexanu fi extrakci.
HPLC podminky: pitok 0,8 ml.mift; T =40 °C; M.F.: methanol-ethanol
(75:25, viv); detekce (0-4min - 325 nm, 4-10min 292 nm,
10-15,30 min - 468 nm, 15,30-20 min - 450 nm).
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