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SOUHRN

Pod pojmem vitamin D rozumime dvé chemické slouceniny liSici se pouze sloZenim
vedlejSiho fetézce. Ergokalciferol (vitamin D2), ktery se vyskytuje v rostlinach a
cholekalciferol (vitamin D3) vyskytujici se v zivociSnych tkanich. Vitamin D a jeho

metabolity jsou diilezit¢ pro regulaci homeostasy vapniku a pro kostni metabolismus.

vewr

D3.

Stanoveni vitaminu D (25-OH vitaminu D3) bylo provedeno za pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s UV-VIS detekci. Pro separaci 25-OH vitaminu D3 byla
zvolena kolona s reverzni fazi a mobilni faze obsahujici methanol — H,O (95:5; v/v).
Tato metoda byla aplikovana na stanoveni koncentraci 25-OH vitaminu D3 u
dobrovolnych dérct krve. Zpracovanim dat, ziskanych od dobrovolnych darci krve,
bylo ziskdno orienta¢ni rozmezi analyzované latky, pro 25-OH vitamin D3
10,42 — 116,20 nmol/l. Byla zpracovéana statistickd analyza naméfenych dat, vcetné
porovnani ziskanych hodnot u dobrovolnych darci krve se suplementaci vitaminem D a
bez suplementace vitaminem D. Pfi analyze nebyla nalezena statisticky vyznamna

odlisnost dat.



SUMMARY

As vitamin D we understand two chemical compounds differing only in the constitution
of their secondary chain. Ergokalciferol (vitamin D2), which occurs in plants, and
cholecalciferol (vitamin D3), which is common in animal tissues. Vitamin D and its
metabolites are important for the regulation of calcium homeostasis and for bone
metabolism. The most important metabolites of vitamin D are 25-OH vitamin D3 and
1,25(0OH)2 vitamin D3.

The determination of vitamin D (25-OH vitamin D3) was made by method of
high-performance liquid chromatography with UV-VIS detection. In order to separate
25-OH of vitamin D3 the column with a reverse phase and a mobile phase containing

methanol-H20 (95:5; v/v) were chosen.

This method was applied to determinate the concentration of 25-OH vitamin D3 in
blood donors. Processing the data acquired from blood donors resulted in the orientation
range of the substance analysed, for 25-OH vitamin D3 10.42-116.20 nmol/l. The
statistic analysis of the data measured was processed, including comparing the values
obtained from the blood donors with the supplementation of vitamin D and the ones
without the supplementation of vitamin D. No statistically significant data diversity was

found out in the analysis.



SEZNAM ZKRATEK
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1. UVOD

V roce 1906 byla poprvé vyslovena domnénka, ze rachitis je onemocnéni zpiisobené
nedostatkem znamé latky vitaminového charakteru v potravé. Vroce 1922 byla
ptitomnost antirachitického faktoru detekovana v nezmydelnitelném podilu rybiho tuku.
Velmi dalezitou tlohu pfi hleddni antirachitické¢ho faktoru mély vysledky zkouméani
ucinki ultrafialového svétla. Kolem roku 1930 byl ozafovanim ergosterolu vyroben
preparat s vysokou antirachitickou ucinnosti, ale pokusy o izolaci krystalickych forem
vitaminu byly spojeny s mnoha téZkostmi. Samotny vitamin D3 byl pfipraven aZ v roce
1936 nejprve ozarenim syntetického 7-dehydrocholesterolu, posléze byl izolovan
z rybiho tuku. Vitamin D3 patii do skupiny vitamini rozpustnych v tucich. Tukova tkan

je jeho nekoneénou zasobarnou.'”

Vitamin D3, ackoli je zafazovan do skupiny vitamind, miize byt posuzovan spise jako
steroidni hormon. Vitamin D3 je vSeobecné uzivany termin zahrnujici strukturné
piibuzné, biologické metabolity vitaminu D3. 25-OH vitamin D3, nazyvany kalcidiol,
vznikd hydroxylaci v jatrech. Hydroxylace vitaminu D3 v jatrech je regulovana zpétnou
vazbou. 1,25(0OH), vitamin D3, nazyvany kalcitriol, vznika dal$i hydroxylaci pfevazné
v ledvinach. Kapacita ledvinné tvorby kalcitriolu je omezena a fizena hladinou vapniku

a fosforu v plasmg. >+ >

Cilem této prace bylo vypracovat experimentalni metodu pro stanoveni 25-OH vitaminu
D3, urcit analytické parametry metody a orienta¢ni hodnoty u dobrovolnych darct krve.

Dale porovnat skupinu dobrovolnych darcii krve s a bez suplementace vitaminem D.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vitamin D3

2.1.1 Chemicka struktura

Chemicka struktura vitaminu D3 a jeho metabolitd je znazornéna na obrazku 1.
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Obrazek 1. Chemicka struktura vitaminu D3 a jeho metaboliti



Metabolismus vitaminu D3 v lidském téle je zndzornén na obrazku 2.
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Obrazek 2. Metabolismus vitaminu D3 v lidském téle



2.1.2 Fyziologie

Absorpce a transport: Potravou je pfijiman vitamin D3 a vstfebava se v tenkém stieve
pfi neporusené absorpci tukil. Vitamin D3 je také syntetisovan v lidském organismu.
Proto neni vitaminem, ale spiSe steroidnim hormonem. Prekurzorem vitaminu D3 je
7-dehydrocholesterol, vitamin D3 (cholekalciferol) se tvoii v Malpighiho vrstvé
epidermis. D¢je se tak neenzymovou reakci, tzv. fotolytickou reakci plisobenim
ultrafialového svétla. V krvi je vitamin D3 piendSen pomoci DBP, vazan je i na
albumin. Vitamin D3 se do urcité miry uklada v jatrech, v ledvinach a v tukové tkani.
Jistd zasoba je pritomnd i v krevni plasmé, kde je vitamin D3 vadzan na proteiny.
Nadbytecné vystaveni téla ultrafialovym paprskiim snizuje tvorbu vitaminu D3 a

vznikaji fotoprodukty bez biologického t&inku. 7%

Metabolismus a exkrece: Nejdulezitéjsi fazi metabolismu je pfeména neaktivni formy
vitaminu D3 na formu aktivni, coz mizeme vidét na obrazku 2. Cholekalciferol je vazan
na specificky transportni protein zvany DBP, ktery vitamin D3 transportuje z kiize
nebo tenkého stieva do jater. Zde probiha jeho 25-hydroxylace, coz je nezbytna reakce
pii biosyntese kalcitriolu. 25-hydroxylace probiha v endoplasmatickém retikulu reaket,
ktera vyzaduje hot¢ik, NADPH, kyslik a dva enzymy: NADPH-dependentni cytochrom
P-450 reduktasu a cytochrom P-450. Vznikly 25-OH vitamin D3 (kalcidiol) vstupuje do
krve a ve vazbé na DBP je transportovan do ledvin. 25-OH vitamin D3 ovliviiuje
metabolismus véapniku v kosti a podporuje tubuldrni reabsorpci vapniku. Také je
nejpresnéj$im indikatorem stavu saturace vitaminem D. Dalsi hydroxylace (1a) nastava
v mitochondriich rendlnich proximalnich tubuli v komplexni, tfikomponentové
monooxygenasoveé reakci, kterd vyzaduje NADPH, hotecnaté ionty, kyslik a nejméné tii
enzymy: flavoproteinovou rendlni ferredoxinreduktasu, protein obsahujici siru a zelezo
— rendlni ferredoxin a cytochrom P-450. Tento systém tvoii nejucinnéjsi, pfirozené se
vyskytujici metabolit vitaminu D, 1,25(OH), vitamin D3 (kalcitriol).

la.  hydroxylace probiha i v jinych tkanich, pomoci 25D-1-hydroxylasy

(aktivované makrofagy a monocyty, pti tuberkulose, sarkoidose).



Tento produkt hydroxylace plisobi na receptory, jak v klasickych kalcium regulujicich
organech (stfevo, kosti, ledviny, pfistitna téliska), tak v imunitnim systému, B bunikdch
pankreatu a buinikach ktze. Aktivni forma vitaminu D3 je ucinné jen nékolik dni, poté

se hydroxyluje. Vytvofené produkty se vylucuji zlu¢i. ¥

2.1.3 Funkce

1,25(0OH), vitamin D3 je schopen se vazat k receptorim pfiblizné tficeti cilovych
organli nalézajicich se v gonadéach, pankreatu, zaludku, mozku, mlécéné¢ Zzlaze a

mononuklearnich buiikach.> 1% 1)

Podpora resorpce vapenatych ionta a fosfati v tenkém stirevé

Aktivni forma vitaminu D3 se transportuje do jader epitelovych bunék tenkého stieva,
kde vyvolava tvorbu mRNA pro syntézu proteinu transportujiciho véapenaté ionty.
Protein, ktery transportuje vapenaté ionty ma vysoky podil molekul asparaginu a
kyseliny glutdimové. Protein obsahuje 4 skupiny, které maji schopnost vazat vapenaté
ionty. Na pfijmu vépenatych iontl do epitelovych bunck se podili Ca’’-ATPasa a
alkalickd fosfatasa. Véapenaté ionty se transportuji pomoci proteinu do bunék a
nasledn¢ se uvolnuji do krevni plasmy. Nejvyssi obsah proteint transportujici vapenaté

ionty je v obdobi rastu.®

Podpora mobilizace vapenatych ionti a fosfatu z kosti

Zde nastava uzka spoluprace s parathormonem. Pii nedostatecné tvorbé aktivni formy
vitaminu D3 je u¢innost parathormonu v kostech mala. Uginek se realizuje zvySenou
tvorbou kyselin uhli¢it¢ a mlééné v osteocytech. Rozsah vymény minerdlnich latek

v kostech zavisi na vyzivé a véku.®

Funkce 1,25(0OH); vitaminu D3 v buiikach pristitnych télisek
V bunikach pfistitnych télisek zpiisobuje 1,25(OH), vitamin D3 inhibici syntézy
parathormonu. Proto pfi normalnim obsahu vapniku v krevni plasmé brzdi mobilizaci

mineralnich latek z kosti. ®



Funkce 1,25(OH); vitaminu D3 v buiikach syntetizujici prolaktin
V bunikach, které syntetizuji prolaktin, podporuje 1,25(OH), vitamin D3 tvorbu
hormonti. Ke konci gravidity a v priabéhu laktace stoupa obsah kalcitriolu v krevni

plasmé, coZ stimuluje tvorbu prolaktinu. ®

Funkce 1,25(0OH); vitaminu D3 v § - buiikach pankreatu
1,25(0H), vitamin D3 podporuje v B - buiikich pankreatu sekreci insulinu.®

Dalsi vyznamné funkce 1,25(OH), vitaminu D3

1,25(OH), vitamin D3 stimuluje transkripci genu a tvorbu specifickych mRNA.
1,25(OH), vitamin D3 indukuje mRNA kodujici CBP.

V lymfocytech inhibuje 1,25(OH), vitamin D3 mitosu, vyvolanou pfidavkem
fytohemaglutininu.®

1,25(OH), vitamin D3 je nezbytny pro ptisobeni vapniku na cévni sténu.
1,25(OH), vitamin D3 podporuje fagocytosu.

V keratinocytech umoziuje 1,25(OH), vitamin D3 vznik C, ceramidi.

1,25(0OH), vitamin D3 zvy3uje diferenciaci a tlumi proliferaci bungk.”

2.1.4 Vyskyt

Vitamin D3 je zastoupen pouze v zivoc¢isné stravé. NejbohatSim zdrojem je vSak
pusobeni ultrafialovych paprsk.

Vyznamné mnozstvi vitaminu D obsahuji pouze jatra, oleje z rybich jater, tuk herinkd,
makrel a sardinek, fortifikované margariny a vajecny Zloutek. Obsah v mléku a v masle
zavisi na ro¢nim obdobi, protoZe v organismu krav je syntetizovan ve vé$im mnozstvi

v. v . N 7 1,12, 1
pii pastvé na slunci, a tak se zvy3uje i jeho obsah v mléce.": %1%



Tabulka I. Obsah vitaminu D ve vybranych potravinach "' '% 19

Potravina Obsah vitaminu D | Potravina Obsah vitaminu D
ng/100g ng/100g

Jatra hovézi 1,13 Halibut v oleji 3500

Jatra veptova 1,13 Krab 3,75

Vajecny zloutek | 7,50 Losos sterilizovany 7,85

Mléko 0,11 Makrela Cerstva syrova | 27,50

Maslo 2,30 Rybi tuk 250

Smetana 0,43 Sardinky 34,50

Syr 0,83 Tunak 5-8

2.1.5 Referen¢ni rozmezi

25-OH vitamin D3 v lété 50 — 300 nmol/l
vzimé 25— 125 nmol/l

optimum 100 — 150 nmol/l

Ptepocet: nmol/ 1 = ng/l x 2,496
Tyto intervaly byly naméfeny za pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC) a jedna se pouze o orientaéni rozmezi.”

Jini autofi uvadgji naptiklad 50 — 175 nmol/1.?)



Ovlivnéni vysledku
Snizené hodnoty se objevuji ve vysokém ve€ku, pfi dlouhodobém uZivani
antikonvulsnich 1€kt (cimetidin, izoniazid), které zplsobuji inhibici hydroxylace

vitaminu D3.©

Zvysené hodnoty se objevuji u vysSsi expozice slune¢nimi paprsky, po ptedchozi
aplikaci heparinu, v zavislosti na menstruaénim cyklu (vzestup v dobé ovulace), v

téhotenstvi nebo po uzivani 1éki (fenobarbital).”)

2.1.6 Doporucena denni davka

Vitamin D mé mezi vitaminy zvlasStni postaveni, ponévadz mize byt v téle syntetizovan
a neni nutné ho vzdy dodavat potravou. Doporu¢ené¢ hodnoty pifijmu vitaminu D
predstavuji pouze mnozstvi podané per os. Pfi adekvatnim slune¢nim zafeni neni
peroralni pfijem zapotiebi, protoze v tomto ptipadé¢ mize byt v kizi kazdého dospélého
jedince syntetizovdno dostatecné mnozstvi vitaminu D. Exogenni potfeba vitaminu D
zavisi na geografickych, klimatickych a kulturnich faktorech, které pfedurcuji expozici
ktze slune¢nimu zéfeni.

Do roku 2002 nebyly stanoveny hodnoty doporuc¢eného piijmu vitaminu D, protoze
neexistuje dostatek znalosti o celkovém pfijmu vitaminu D. Dnes jsou publikovany
pouze tzv. hodnoty adekvatniho piijmu (Al) vitaminu D. Adekvatni piijem pfedstavuje
takovy piijem vitaminu, ktery pravdépodobné pokryje potieby vSech ¢lentd jednotlivych

skupin podle v&ku a pohlavi."'¥

Tabulka II. Hodnoty Al pro vitamin D v USA!- 1> 19

Osoby Vitamin D3 (pg/den)
Kojenci, déti, adolescenti obojiho pohlavi | 5

Muzi, Zeny do 50 let 5

Muzi, zeny do 70 let 10

Muzi, Zzeny nad 70 let 15

T¢hotné a kojici zeny 5




Tabulka III. Hodnoty Al pro vitamin D v Némecku, Rakousku a

Svycarsku- 'V

Osoby Vitamin D3 (png/den)
Kojenci do 1 roku 10

Déti a adolescenti 5

Dospéli od 19— 65 let | 5

Dospéli nad 65 let 10

Tehotné a kojici zeny | 5

Tabulka IV. Hodnoty Al pro vitamin D v CR”

Osoby Vitamin D3 pg/den
Kojenci do 1 roku 5-10
Déti 7— 17 let 15

Dospéli od 19— 65 let | 5

Dospéli nad 65 let 10

Téhotné a kojici zeny | 10

2.1.7 Hodnoceni nutri¢niho stavu

Stav saturace organismu vitaminem D nejpfesnéji odrazeji hladiny 25-OH vitaminu D3
v plasmé. Normalni hodnoty tohoto metabolitu spolu s normalnimi hladinami vapniku,
fosforu, parathormonu a normalni aktivitou alkalické fosfatasy v krvi indikuji adekvéatni
pfijem vitaminu D.

Evidentni nedostatek vitaminu D se zvySenym rizikem rachitidy a osteomalacie je
diagnostikovan pfi hladinach 25-OH vitaminu D3 pod 10 nmol/l. ZvySené hladiny
parathormonu byly nalezeny jiz pfi hladinach 25-OH vitaminu D3 v séru mezi 10 — 25

nmol/l. Tyto hodnoty jsou proto povazovany za indikator suboptimélniho piijmu.'"



Tabulka V. Nutri¢ni stay !9

Hodnoty 25-OH vitaminu D3 v

séru

80 — 120 nmol/l Nejnizsi koncentrace indikujici normalni saturaci

20 — 25 nmol/l Teézky deficit vitaminu D vedouciho k rachitidé a
osteomalacii.

<100 nmol/1 Deficit vitaminu D u starych lidi

2.1.8 Deficit

Nedostatek vitaminu D interferuje s homeostasou vapniku a metabolismem fosforu.
Nedostatkem vitaminu D trpi kojenci, malé déti a stafi lidé. Proto se napt. kojenciim do
Sesti mesicti vitamin D podava per os.

Dalsi rizikovou skupinou, kterd mize trpét nedostatkem vitaminu D jsou vegetariani,
alkoholici, epileptici, lidé s nemocemi jater a ledvin nebo lidé s poruchou absorpce
tuka.

Nedostatek vitaminu D se projevuje svalovou slabosti, ztuhlosti a také zvySenou
citlivosti k infekcim. U déti se mohou vyskytovat nespecifické symptomy, napf.
roztékanost, podrazdénost, nadmérné poceni a nechutenstvi. Nedostatek vitaminu D
muze vést ke zvySené kiehkosti kosti ve staii. Akutni nedostatek vitaminu D se
projevuje u déti onemocnénim zvanym kiivice (rachitis), u dospélych osteomalacii a

osteoporosou.(6)

2.1.8.1 Deficit vitaminu D3 u déti (rachitis)

Definice a charakteristika

Rachitida je osteomalacie objevujici se u déti. Nedostatek vitaminu D zptisobuje snizeni
kalcifikace zakladnich organickych latek kosti. Tvofi se tkan chudd na mineralni latky
(osteoidy) s malou mechanickou odolnosti. Kiivi se patef a na kostech se tvofi

deformity."®




Formy rachitidy
U déti se vyskytuji 3 formy geneticky podminéné rachitidy.

Pii hypofosfatémii zavisejici na chromozomu X je snizend tvorba kalcitriolu pfi
normdlnim pfijmu vitaminu D.

Absorpce fosfatli v tenkém stieveé, jako i reabsorpce fosfat v tubulech ledvin je
snizena.®

Vitamin D-dependentni rachitida typu I (VDDR I)

Tato choroba se dédi autozomalné recesivné. Jde o defektni produkci 1,25(OH),
vitaminu D ledvinami, pravdépodobné jako defekt 1a-hydoxylasy. Sérova koncentrace
25-OH vitaminu D3 je normalni nebo dokonce zvysena. ©

Vitamin D-dependentni rachitida typu II (VDDR II)

Tuto rachitidu vyvolava defekt ve vystavbé receptori pro kalciferol, resp. nedostate¢na

G&innost komplexu 1,25(0OH), vitaminu D3 a receptoru v jadfe buiiky.®

Klinicky obraz

Pfi pohmatu dochazi k méknuti lebecni kosti, t€z8i deformity lebky jsou vzacné.
Zdufenim na rozhrani mezi kosténou a chrupavc€itou casti zeber vznikd rachiticky
ruzenec, hrudnik byva zplostély. U nelécenych forem rachitidy dochazi k progresivnim

deformitdm panve, kosti stehenni, kosti holenni, kosti vietenni a kosti loketni.©®

Obrazek 3. RTG nalez deformity panve u ditéte




Diagnostika
obrazku 3. U biochemického vySetieni sledujeme hladinu vépniku, fosfatu, alkalické
fosfatasy a 25-OH vitaminu D3 v plasmé. Biochemické vysetieni provadime s ohledem

k véku pacienta.

Terapie
Vynikajici i€inek na 1é¢bu rachitidy méa metabolit vitaminu D, 1,25(OH), vitamin D3.
25-OH vitamin D3 ve vysokych koncentracich mtze aktivovat receptor pro 1,25(OH),

vitamin D3.©®

2.1.8.2 Deficit vitaminu D u dospélych

Metabolicky podminéné nemoci kosti

Metabolicky podminéné nemoci kosti ¢ili metabolické osteopatie jsou choroby
kosterniho aparatu, které maji pfi¢inu v poruseném metabolismu kosti. Rozvijeji se
pomalu, spiSe roky az mésice. Jsou velmi &asté a neustale jich pribyva."®

Nejcastéjsi metabolicky podminénou nemoci kosti je osteoporosa (5 — 8 % bélosské

populace) , na druhém misté osteomalacie."”

Osteoporosa (proridnuti kosti)

Osteoporosa je definovana jako systémové onemocnéni skeletu, charakterizované
ztratou kostni hustoty a zménou mikroarchitektury kostni tkang."”

Z kosti se ztraci vapnik, dochazi k poklesu density kostniho materidlu. Kost je méné
pevnd, je zde sklon k frakturam.

Osteoporosa postihuje hlavné Zeny po klimakteriu. Touto metabolickou chorobou trpi
kazda pata zena v CR.!®

Patofyziologicky podklad osteoporosy je dan nerovnovédhou mezi osteoresorpci a
novotvorbou kostni tkan¢. Tyto procesy, které jsou navzajem tizce vazany a propojeny

mnoha autokrinnimi a parakrinnimi plisobky, probihaji v kostni tkani po cely Zivot

jedince.



Osteoresorpce je vysledkem cinnosti aktivovanych, velkych mnohojadernych bunék
s bohatou metabolickou aktivitou. Jejich vznik z pluripotentnich kmenovych bunék a
preosteoklastl je regulovan faktory, uvolnénymi z osteoblastli. Vyznamnou roli sehrava
predevsim rustovy faktor M — CSF a pomérné nové popsané lokalni plisobky, patiici
do rodiny TNF a jeho receptorti. Osteoklasty produkuji RANKL, ktery se vaze na
receptor na povrchu osteoklasti (RANK). Aktivaci tohoto receptoru se v osteoklastech
spousti kaskdda pochodli, vedoucich k transkripénim dé&jim v jadie builkky a tedy
aktivaci osteoklasti. Aktivovany osteoklast odbourava kostni tkan (jeji organickou i
anorganickou slozku).

Paralelné aktivované osteoblasty nasedaji na resorbované misto a secernuji organickou
slozku budouci kosti, osteoid, ktery je nasledné mineralizovan. Tento proces je neustaly

a nezbytny k reparaci mikroposkozeni kostni tkang."”

Formy osteoporosy

1. Primarni

Typ 1. Tato forma osteoporosy nema zjevnou piicinu (idiopatické, esencialni). Vznika
jako diisledek ptrestavby kosti u Zen v klimakteriu pfi deficitu estrogenti. Dochazi ke
stimulaci osteoresorpce pii nezmeénéné nebo snizené osteosyntese a mnozstvi kostni

tkané a kostniho materidlu postupné klesa.

Typ II. Senilni osteoporosa postihujici ob& pohlavi a manifestujici se obvykle az po 65.

roce zivota. 1?

Jiné mozné pfiCiny primérni osteoporosy jsou vyzivové faktory, hlavné¢ nedostatek
vapniku v potravé nebo poruchy v jeho vyuziti v organismu. Rizikovym faktorem je

také kouieni.!®

2. Sekundarni
Vznikaji druhotné pfi jiném onemocnéni.
Osteoporosa z inaktivity, kterd vznika pii dlouhodobém znehybnéni na lazku, je

v . a1 v 18
souéasti tzv. imobiliza¢niho syndromu.®



Osteoporosa  steroidni, kterda vznikd v dasledku nadbytku glukokortikoida
(hyperkortikalismus) nebo pii dlouhodobém 1éeni vysokymi davkami kortikoidi. '®

Osteoporosa pfi revmatoidni artritidg, thyreotoxikose, nebo pii 1é¢bé antiepileptiky.

Klinicky obraz

Klinické ptiznaky osteoporosy jsou zpocatku mélo vyrazné. Mohou se projevit bolestmi
v zadech ¢i bolestmi dlouhych kosti. Typické jsou ptfiznaky vyvolané komplikacemi,
predevsim frakturami obratli. Ty vedou k typické deformaci postavy s vyraznou hrudni
kyfosou a bederni hyperlordosou a zmensenim télesné vysky. Deformace postavy vede
ke stlaceni hrudnich organii s ¢astymi respiraCnimi problémy a ke stlaceni horni Casti

zazivaciho traktu."!”

Obrazek 4. RTG nalez ubytku Obrazek 5. Zména tvaru osteoporotickych

kostni tkané obratlu

Diagnostika
Zobrazovaci techniky. Rozhodujicim diagnostickym kritériem je pokles density
kostniho materidlu, méfeny pomoci kostnich denzitometri (modifikované RTG

pristroje).



Biochemické markery. Stanoveni laboratornich ukazateli kostniho metabolismu je
zalozeno na méteni aktivity enzymil specifickych pro osteoblasty a osteoklasty, které se
podileji na osteosyntése a osteoresorpci. Dale se stanovuji organické slozky kostni
matrix, které jsou uvolnovany do cirkulace.

Mezi hlavni markery kostni novotvorby patii aktivita kostniho isoenzymu alkalické
fosfatasy a osteokalcin, jako hlavni nekolagenni protein kostni tkané. DalSim
ukazatelem kostni formace mohou byt C a N terminalni propeptid prokolagenu typu I.
Mezi markery kostni resorpce odrazejici aktivitu osteoklastil patii pfedevsim degradacni

produkty kolagenu (hydroxyprolin, pyridinolin, deoxypyridinolin). 2%

Terapie

Zakladem je aktivita pacienta, ktery musi vyrazn¢ zvysit piijem vapniku potravou.
K zakladnim terapeutickym opatienim patii suplementace vapniku (500 — 1000 mg/den)
a soucasn¢ suplementace vitaminem D.

V piipad¢ postmenopausalniho deficitu estrogent je hormonélni suplementace 1é€bou

prvni volby. ¥

Osteomalacie (méknuti kosti)

Osteomalacie je metabolicka osteopatie, vyznacujici se nedostatecnou mineralizaci nové
vytvofené organické kostni tkané (osteoidu). Nedostatecné mineralizovand kost je
mekka.

Pii patofysiologii je hlavni pfi¢inou nedostatek mineralizujicich latek (sloucenin
vapniku a fosforu), které se do organismu dostavaji v nedostatecném mnozstvi (Spatné
stravovani, onemocnéni gastrointestinalniho traktu) nebo se organismu v nadmérném
mnozstvi ztraceji (u ledvinovych chorob).

Dalsimi pfi¢inami je tzv. osteomalacie z nedostatku vitaminu D nebo jeho biologicky
aktivnich metaboliti nebo osteoid neni schopen mineralizovat, 1 kdyz mineralnich latek

je dostatek."®



Klinicky obraz
Jedna se o deformity kosti (kyfosa hrudni patete, deformity panve, ohnuti kosti holenni
nebo kosti stehenni, vpaceni postrannich ¢asti hrudniku). Pacient ztraci vysku, snadno

utrpi zlomeniny kosti. Hojeni kosti je zdlouhavé."®

Obrazek 6. Tézké deformity kosti Obrazek 7. RTG naélez hrudni kyfosy

www,lec alir, org

vySetfeni rentgenologické. U biochemické diagnostiky osteomalacie stanovujeme
vapnik, fosfor a cirkulujici 25-OH vitamin D3 v séru pacienta. Pro diagnosu

osteomalacie je dnes velice dilezita i kostni biopsie.®

Terapie

Terapie osteomalacie je schodna s terapii u kfivice a osteoporosy.



Tabulka VI. Dal$i onemocnéni souvisejici s nedostatkem nebo selhanim metabolismu

vitaminu D®

Ledvinové onemocnéni nefroticky syndrom, proteinurie

Svalova dysfunkce svalova slabost, svalova nerovnovaha
Diabetes insulinova rezistence, obezita, syndrom X
Selhani imunitniho systému tuberkulosa, roztrouSena sklerosa,

revmatoidni artritida, thyreoiditida

Srde¢ni a obéhové selhani IM, aterosklerosa, hypertense

Onkologické onemocnéni rakovina prsu, tlustého stieva,

non-Hodgkiniv lymfom

Dysfunkce NS deprese, schisofrenie, Parkinsonova

choroba, Alzheimerova choroba

2.1.9 Toxicita

Toxicita vitaminu D je nizka. Nejvyssi tolerované davky jsou uvedeny v tabulce VII. V
urcitych pifipadech nebyly zjistény vedlejsi G€inky ani u ddvek do 3000-4000 U. I./den
vitaminu D. Kritickd davka se pohybuje okolo 5000 U. I./den. Toxicita vitaminu D
nebyla prokdzana u nadmérné expozice slune¢nimi paprsky. Toxicita byla prokazana az
pii perordlnim podani vitaminu D. Po podéni vice nez 25000 U. 1. vitaminu D/den byla
prokazana toxickd reakce ve formé Zaludecnich symptomil (nuceni ke zvraceni,
zvraceni, prijem), bolesti hlavy, nadmérna zizen, nadmérné moceni a dal$i symptomy
spojené s hyperkalcémii.

Dlouhodobé uZivéni vitaminu D miiZe vést k hypertensi a nefrolithiase.**!-*?

Pfi uzivani vitaminu D nebyly prokazdny zaddné mutagenni, karcinogenni ani

teratogenni Géinky. "




Tabulka VII . Nejvyssi tolerované davky vitaminu D

Vékova skupina UL vitaminu D3 (U.I./den)
Déti do 3 let 2000

Déti a adolescenti 10000

Dospéli 20000

Dospéli nad 65 let 15000

T¢hotné zeny 10000

2.2 Moznosti stanoveni 25-OH vitaminu D3

2.2.1 Kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie je metoda umozilujici separaci a stanoveni
latek ve smési. Smés latek je undSena mobilni fazi (MF) skrz chromatografickou
kolonu. Chromatograficka kolona obsahuje napln (tzv. stacionarni fazi, SF), kde
dochazi k rozdéleni latek obsazenych ve smési mezi SF a MF podle jejich fyzikalnich a
chemickych vlastnosti. Eluat (MF se slozkou smési) vytékajici z kolony prochazi
prabézné detektorem, ktery je zapojen za kolonou.

Detektor automaticky a kontinualn¢ méfi nékterou z fyzikalnich vlastnosti eludtu, napft.
absorbci v UV nebo viditelné Casti spektra (spektrofotometricky UV-VIS detektor),

fluorescenci (fluorescenéni detektor), atd. @)

Priklad 1
MozZnost stanoveni pomoci soupravy Chromsystems 25-OH vitamin D3 v séru/plasmé.

Souprava Chromsystems 25-OH vitamin D3 v séru/plasmé je kompletni testovaci
systém pro extrakci a kvantifikaci 25-OH vitaminu D3 pomoci HPLC s UV-VIS

detekci. Tato souprava je vyrabéna firmou Chromsystems.

Priklad 2
Moznost stanoveni 25-OH vitaminu D3 pomoci extrakce do n-hexanu a nasledné
odpafeni organické vrstvy parami atmosférického dusiku. Po odpafeni je vorek

rozpu§tén v methylalkoholu (methanolu). ¥




Obrazek 8. Schéma HPLC
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2.2.2 Radioizotopové metody (RIA)

Pti radioizotopovych metodach dochazi ke kompetitivni reakci konstantniho mnozstvi
znaCen¢ho antigenu a neznamého mnozstvi vySetfované latky (neznaceného antigenu
nebo haptenu, obecné ligandu) s konstantnim mnozstvim protilatky, které¢ je vSak nizsi,

nez je potieba k vyvazani veSkerého antigenu (znaceného i neznaceného).

vvvvvvvvv

latky ve vzorku.*>

Schéma reakce: Ag+ Ag®+ Ab <---> Ag-Ab + Ag°-Ab
Prikladl

Znaceny antigen : '>°’I DBP

Neznaceny antigen : DBP v lidském séru

Monoklonalni krali¢i protilatky : anti-DBP*®

Priklad 2

MozZnost stanoveni pomoci soupravy IDS Gamma-B 25-Hydroxy Vitamin D RIA.
Souprava IDS Gamma-B 25-Hydroxy Vitamin D RIA je kompletni testovaci systém pro
extrakci a kvantifikaci 25-OH vitaminu D a dalSich hydroxylovanych metaboliti v séru
nebo plasmé. Vyrobeno: IDS. Product Insert Gamma-B 25-Hydroxy Vitamin D RIA,
2005.



Obrazek 9. Schéma stanoveni 25-OH vitaminu D3 pomoci soupravy IDS Gamma-B
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2.3.3 Enzymova imunoanalyza (EIA)

Enzymové imunoanalyzy jsou citlivé imunochemické metody, které vyuzivaji enzymi
ke znaceni antigenu nebo protilatky. Jako enzymova znacka slouzi obvykle peroxidasa
nebo alkalicka fosfatasa.

Heterogenni enzymova imunoanalyza se oznaCuje enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). U tohoto typu metody je jedna komponenta imunochemické reakce
(antigen nebo protilatka) nespecificky adsorbovana na povrch pevné faze. Jako pevné
faze se uzivaji razné materidly — zkumavky, jamky mikrotitracnich desticek,
magnetické Castice. Pevnd faze usnadiiuje oddéleni vdzanych a volnych znacenych

reaktant, *>

Obrazek 10. Schéma reakce enzymové imunoanalyzy
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a pomiicky

Hlubokomrazici box MDF — U3086 Sanyo, Japonsko
Chladnicka Calex, Ceska Republika
Autosampler SIL — 10 ADvp Schimadzu, Japonsko
Ttepacka HEIDOLPH REAX top Heidolph, Némecko
Ultrazvukova vana K 12 Kraintek, Slovensko
Termovap TV 10 Ecom spol.s.r.o., CR
Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC — 10ADvyp Schimadzu, Japonsko

Chromatografické kolona

LiChoCART (R) 125 — 4 Purospher (R) star RP — 18e Merck, Némecko
opatfena ochranou piedkolonou 4-4

Chromatograficka mikrokolona

Discovery Bio Wide Pore

(C 18 HPLC column 15cm x Imm x S5pm) Sigma - Aldrich, Némecko
Termostat kolony CTO — 10 ACyp Schimadzu, Japonsko
Ridici systém SLC — 10 ADyp Schimadzu, Japonsko
UV-VIS detektor SPD — 10 A vp Schimadzu, Japonsko
Coulochem III ESA, USA
Vyhodnocovaci software Clarity Data Apex, CR

Odbérove zkumavky Vacuette KsEDTA Greiner, bio-one, Némecko
Automatické pipety Biohit, Finsko
Multidavkovac Eppendorf, Némecko

Kédinky, odmérné valce, sklenéné zkumavky, mikrozkumavky, tmavé vialky



3.2 Pouzité chemikalie
deionizovana voda (G < 0,1 pS)
methanol pro HPLC (CH3OH, ¢istota > 99%) MERCK, Némecko

ethanol pro ptipravu vzorku (C,HsOH, ¢istota > 99%) MERCK, Némecko

n-hexan pro ptipravu vzorku (CsHs, Cistota > 99%) MERCK, Némecko
kyselina chlorista 85%, ¢ = 11,59 mol/l Sigma - Aldrich, Némecko
25-OH vitamin D3 (C,7H440, Mr = 384,62) Sigma - Aldrich, Némecko
IS vitaminu D3 Chromsystems, Némecko

3.3 Priprava roztoki

Zasobni roztok 25-OH vitaminu D3 o koncentraci cca 40 mg/1

Navazka 1 mg standardu 25-OH vitaminu D3 byla rozpusténa v 25 ml methanolu.
Zasobni roztok byl uchovavan pii — 80 °C. Takto pripraveny roztok byl rozpipetovan po
250 pl do tmavych polyethylenovych mikrozkumavek.

Koncentrace byla urcena fotometricky, kdy k 250 pl zasobniho roztoku bylo ptidano
600 pul methanolu.

A=cx1x 18300

A = absorbance standardu

¢ = koncentrace analytu v nmol/I
1 = tloustka kyvety

absorp¢ni koeficient = 18300

Pracovni roztoky 25-OH vitaminu D3 o koncentraci cca 1000 nmol/l, 500 nmol/l a 250
nmol/l. Pracovni roztoky 25-OH vitaminu D3 o dané koncentraci byly pfipraveny
odpovidajicim fedénim v methanolu.

Piiprava roztoku vnitiniho standardu
Vnitini standard byl pfipraven nafedénim 200 pl zasobniho roztoku s 800 pl methanolu.



3.4 Postup stanoveni 25-OH vitaminu D3

3.4.1 Vzorky krve

Vzorky vendzni krve byly ziskany od dobrovolnych darct krve z KBBV univerzity
Pardubice, (19 zen ve véku 22 — 68 let).

Krev byla odebrana do odbérovych zkumavek Vacuette K3EDTA . Do tficeti minut po
odbéru byla krev odstfedéna (1600 r. p. m., 15 minut, 8§ °C) a plasma uchovana pted
dal§im zpracovanim pii — 80 °C.

3.4.1.1 Zpracovani vzorku

K 200 pl vzorku plasmy bylo ptidano 20 ul IS a 200 pl ethanolu. Vzorky byly dikladné
promichany. Ke vzorkiim bylo déle pfidano 500 pl n-hexanu a obsah byl intenzivné
ttepin 10 minut. Po 10-ti minutovém tfepani byly vzorky centrifugovany
(22000 r. p. m., 4 °C, 10 minut). Po centrifugaci byla opatrn¢ odpipetovana vrchni
hexanova vrstva do pfipravenych tmavych polyethylenovych mikrozkumavek.
K reziduu bylo opét ptidano 500 pl n-hexanu a extrakéni krok opakovan. Nasledné byly
spojené hexanové vrstvy odpafeny v atmosféfe dusiku pii laboratorni teploté. Po
odpateni byly odparky rozpustény v 100 pul methanolu a piepipetovany do tmavych

vialek.

3.4.2 Chromatograficka analyza

Stanoveni 25-OH vitaminu D3 bylo provedeno metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV-VIS detekei.

3.4.2.1 Mobilni faze
Slozeni mobilni faze:

Methanol — voda (95 : 5; v/v)

Pfiprava mobilni faze:

Pro ptipravu 1000 ml mobilni fadze methanol — voda (95 : 5; v/v) bylo smichano 950 ml
methanolu s 50 ml vody. Po smichani byla takto pfipravena mobilni faze ptefiltrovana
pres nylonovy filtr o velikosti portt 0,2 um a odvzdusnéna pomoci ultrazvuku (asi 30

min).



3.4.2.2 Parametry pro HPLC analyzu
HPLC sestava:
Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC — 10 ADvp

Chromatograficka kolona

LiChoCART (R) 125 — 4 Purospher (R) star RP — 18e
opatfena ochranou pfedkolonou 4-4

Chromatografickd mikrokolona

Discovery Bio Wide Pore
(C 18 HPLC column 15c¢cm x Imm x S5pm)

Termostat kolony CTO — 10 ACyp

Ridici systém SCL — 10 ADyp

UV-VIS detektor SPD — 10 Ayp

Vyhodnocovaci zatizeni Clarity

HPLC podminky:

Mobilni faze methanol — voda (95 :
Pritok mobilni faze 0,5 ml/min

Objem nastiiku 50 ul

Objem nastfiku na mikrokolonu 5 pl

Teplota kolony 37°C
Autosampler 8°C
Detekce 25 OH vitaminu D3 A =265 nm

Nastaveni citlivosti detektoru 0,0003 aufs

Schimadzu, Japonsko

Merck, Némecko

Sigma Aldrich, Némecko

Schimadzu, Japonsko

Schimadzu, Japonsko

Schimadzu, Japonsko

Data Apex, CR

5; v/Iv)



3.4.2.3 Kalibra¢ni rada

Pro stanoveni 25-OH vitaminu D3 v plasmé byla pfipravena osmibodova kalibra¢ni

fada v rozmezi cca 10 -500nmol/1.

3.4.2.4 Identifikace 25-OH vitaminu D3

Odectenim poméru piku 25-OH vitaminu D3 a vnitiniho standardu u vzorku byla

ur¢ena koncentrace v nmol/l.

3.4.2.5 Kvantifikace 25-OH vitaminu D3

Pro urc€eni koncentrace 25-OH vitaminu D3 byla pouZita metoda kalibra¢ni kiivky.
U jednotlivych kalibra¢nich roztokii byl zjistén pomér ploch 25-OH vitaminu D3 a

vnitiniho standardu a sestrojena kalibra¢ni kiivka.

3.4.3 Presnost v sérii
Ptesnost stanoveni 25-OH vitaminu D3 v sérii byla urCena analyzou 10-ti nezavisle

pripravenych vzorkt. Jako miru pfesnosti byl pouzit variacni koeficient CV.

CV,=S,/ x.100,

kde S,, je smérodatna odchylka daného méfeni a x aritmeticky pramér

3.4.4 Spravnost

Vytéznost metody byla ur¢ena pomoci ptidavku zndmého mnozstvi (10ul) standardu
25-OH vitaminu D3 o koncentracich 1209, 2418 a 4836 nmol/l k 190 ul plasmy.
Hodnoty recovery byly vypocteny dle vztahu:

R(%) = (c1 —cp)/ c . 100,
kde ¢, je koncentrace vzorku s ptfidavkem, ¢, endogenni koncentrace analytu a c je

piidané mnozstvi



3.4.5 HPLC s elektrochemickou detekci

Stanoveni 25-OH vitaminu D3 bylo provedeno také pomoci HPLC elektrochemickou

detekei.

3.4.5.1 Mobilni faze

Slozeni mobilni faze:

Methanol — voda — kyselina chlorista (95 : 5 : 1; v/v/v)

Pfiprava mobilni faze:

Pro ptipravu 1000 ml mobilni fdze methanol — voda — kyselina chloristd (95 : 5 : 1;
v/v/v) bylo smichdno 950 ml methanolu s 50 ml vody. Po smichéani byl pfidan 1 ml
koncentrované kyseliny chloristé . Takto pfipravena mobilni faze byla prefiltrovana pies

nylonovy filtr o velikosti porti 0,2 pm a odvzdus$néna pomoci ultrazvuku (asi 30 min).

3.4.5.2 Parametry pro HPLC s elektrochemickou detekci
HPLC sestava:
Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC — 10 ADvp Schimadzu, Japonsko

Chromatograficka kolona

LiChoCART (R) 125 — 4 Purospher (R) star RP —18¢ ~ Merck, Némecko
opatfena ochranou pfedkolonou 4-4

Elektrochemicky detektor Coulochem III ESA, USA

Déavkovaci ventil Rheodyne s 10-ti pul smyckou

HPLC podminky:
Analyticka cela modul 5010
E; =200 mV

E>=600 mV

Nastaveni citlivost detektoru 200 nA

Mobilni faze methanol — voda — kyselina chlorista (95 : 5: 1; v/v/v)



Pratok mobilni faze 0,5 ml/min
Objem nastiiku 10 pl
Teplota kolony 25°C

3.4.5.3 Kalibra¢ni rada

Pro stanoveni 25-OH vitaminu D3 v plasmé¢ byla pfipravena pétibodova kalibra¢ni tada,

kde vysledné koncentrace standardu 25-OH vitaminu D3 byly cca 10 — 500 nmol/l.

4. Vysledky

4.1 Chromatograficka analyza

4.1.1 Kalibrace

Kalibracni zavislost plochy pikt na koncentraci pro 25-OH vitamin D3 je zndzornéna
na obrazku 11. Z grafu je zfejmé, ze linearita byla zachovéana v celém rozsahu

sledovanych koncentraci.
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Obrazek 11. Kalibra¢ni kiivka 25-OH vitaminu D3



4.1.2 Presnost

V tabulce VIII a IX jsou uvedeny udaje charakterizujici pfesnost metody.

Tabulka VIII. Pfesnost metody pro koncentraci v rozmezi referen¢nich hodnot

25-OH vitamin D3

Pocet méfeni 10
Aritmeticky pramér (nmol/I) 58,64
Variacni koeficient CV (%) 9,88

Tabulka IX. Pfesnost metody pro koncentraci vyssi nez je referencni rozmezi

25-OH vitamin D3

Pocet méfeni 10
Aritmeticky prumér (nmol/l) 275,10
Variacni koeficient CV (%) 3,72

4.1.3 Spravnost

Spravnost charakterizovana tzv. recovery byla ur¢ena metodou standardnich ptidavkd.

V tabulce X jsou uvedeny vytéznosti metody pro stanoveni 25-OH vitaminu D3

v plasmé.

Tabulka X. Vytéznost metody pro stanoveni 25-OH vitaminu D3 v plasmé

25-OH vitamin D3

Ptidavek Vytéznost
(nmol/l/) (%)
c teoretickd | c skute¢na -

0 0 -
60,45 52,69 87,16
120,90 120,20 99,42
241,80 234,88 97,14

Priumérna vytéznost (%) 94,57




4.1.4 Urceni orientaé¢nich hodnot 25-OH vitaminu D3 u

dobrovolnych darcu krve

Prehledna tabulka vysledkl ur€eni koncentraci 25-OH vitaminu D3 u dobrovolnych

darct krve, vcetné v€ku je uvedena v pfiloze 1. Pokud nebylo mozné odecist plochu

piku a nasledn¢ vypocitat koncentraci bylo do tabulky zapsdno pismeno N

(nedetekovano).

4.1.4.1 Chromatografické zaznamy
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Obrazek 12. Chromatograficky zdznam nulového standardu, 10,92 min: IS

HPLC podminky: mobilni fdze methanol — voda (95:5; v/v), pratok mobilni
faze 0,5 ml/min, objem nasttiku 50 pl, teplota kolony 37 °C, citlivost
detektoru 0,0003 aufs, A= 265 nm
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Obrazek 13. Chromatograficky zdznam standardu 25-OH vitaminu D3 o koncentraci
72,54 nmol/l, 5,55 min: 25-OH vitamin D3, 10,85 min: IS
HPLC podminky: viz. obrazek 12
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Obrazek 14. Chromatograficky zdznam standardu 25-OH vitaminu D3 o koncentraci

749,58 nmol/l, 5,58 min: 25-OH vitamin D3, 10,82 min: IS

HPLC podminky: viz. obrazek 12
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Obrazek 15. Chromatograficky zdznam vzorku plasmy dobrovolného darce krve

56,26 nmol/l, 5,48 min: 25-OH vitamin D3, 10,78 min: IS

[min.]

HPLC podminky: viz. obrazek 12
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Obrazek 16. Chromatograficky zaznam vzorku plasmy dobrovolného darce krve
270,38 nmol/l, 5,57 min: 25-OH vitamin D3, 10,82 min: IS
HPLC podminky: viz. obrazek 12
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Obrazek 17. Chromatograficky zdznam standardu 25-OH vitaminu D3 o koncentraci

142,073 nmol/l, 5,26 min: 25-OH vitamin D3
HPLC podminky: analyticka cela model 5010, E; =200 mV, E;= 600 mV,

mobilni faze methanol — voda — kyselina chlorista (95 : 5: 1; v/v/v),
pritok mobilni faze 0,5 ml/min, objem nastiiku 10 pul, teplota kolony 25°C,

citlivost detektoru 200 nA
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Obrazek 18. Chromatograficky zdznam standardu 25-OH vitaminu D3 o koncentraci

284,15 nmol/l, 5,24 min: 25-OH vitamin D3

HPLC podminky: viz. obrazek 17
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Obrazek 19. Chromatograficky zdznam vzorku dobrovolného dérce krve (N)

HPLC podminky: viz. obrazek 17




4.2 Statisticka analyza experimentalnich dat

4.2.1 Analyza jednoho vybéru

Analyza jednoho vybéru byla zpracovana pomoci statistického programu ADSTAT.
V jednotlivych podkapitoldch rozdélenych dle analyzovanych skupin jsou uvedeny
tabulky klasickych a robustnich odhadti parametri hodnot 25-OH vitaminu D3.

4.2.1.1 Dobrovolni darci krve se suplementaci vitaminem D

Hladina vyznamnosti alfa: 0,05

Tabulka XI. Klasické odhady parametriit hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni darci
krve se suplementaci vitaminem D

25-OH vitamin D3 (nmol/l)
Primér 57
Smérodatna odchylka 28
Rozptyl 762
Spodni mez 31
Horni mez 82

Tabulka XII. Robustni odhady parametri hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni
darci krve se suplementaci vitaminem D

25-OH vitamin D3 (nmol/l)
Median 48
Smérodatna odchylka medianu 18
Rozptyl medidnu 314
Spodni mez 26
Horni mez 70




4.2.1.2 Dobrovolni darci krve bez suplementace vitaminem D

Hladina vyznamnosti alfa: 0,05

Tabulka XIII. Klasické odhady parametri hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni

darci krve bez suplementace vitaminem D

25-OH vitamin D3 (nmol/l)

Primér 42
Smérodatna odchylka 32
Rozptyl 1031
Spodni mez 17
Horni mez 67

Tabulka XIV. Robustni odhady parametrti hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni

darci krve bez suplementace vitaminem D

25-OH vitamin D3 (nmol/l)

Medién 32
Smérodatna odchylka medianu 25
Rozptyl medidnu 641
Spodni mez 10
Horni mez 54

4.2.1.3 Dobrovolni darci krve

Hladina vyznamonosti alfa: 0,05

Tabulka XV. Klasické odhady parametrti hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni

darci krve
25-OH vitamin D3 (nmol/l)
Primér 49
Smérodatna odchylka 28
Rozptyl 790
Spodni mez 28
Horni mez 71




Tabulka XVI. Robustni odhady parametri hodnot 25-OH vitaminu D3 — dobrovolni
darci krve

25-0OH vitamin D3 (nmol/l)
Medidn 44
Smérodatna odchylka medianu 25
Rozptyl medidnu 621
Spodni mez 25
Horni mez 63

4.2.2 Analyza dvou vybéri

Analyza dvou vybérii byla zpracovana pomoci statistického programu ADSTAT. Tato

analyza slouzi k porovnani dvou ndhodnych vybért s vyuzitim rozli¢nych kritérii.

4.2.2.1 Porovnani koncentraci 25-OH vitaminu D3 mezi dobrovolnymi
darci krve se suplementaci a bez suplementace vitaminem D

Pro test homogenity rozptylu byl zvolen Fischertiv-Snedecoroviiv F-test. Pro test shody
priméru bylo zvoleno testovaci kritérium Ts; (modifikovana Sikmost), protoze pravée
testovaci kriterium je nejvhodnéjsi v ptipade, Ze se oba analyzované vybéry odchyluji

od normality.

Dobrovolni darci krve

Tabulka XVII. Test homogenity rozptylu hodnoty 25-OH vitaminu D3 mezi
dobrovolnymi darci krve se suplementaci vitaminem D a dobrovolnymi darci krve bez
suplementace vitaminem D.

Tabulkovy kvantil F (1 — a/2, Df1, Df2) 5,5996

25-OH F - statistika 1,7763

vitamin D3 | Zavér: Rozptyly se povazuji za shodné, H ptijata

Vypoctend hladina vyznamnosti 0,250




Tabulka XVIII. Test shody priméru hodnot 25-OH vitaminu D3 u dobrovolnych darca
krve (testovaci kritérium Ts)

25-OH

vitamin D3

Tabulkovy kvantil t (1 — a/2, Df1) 2,1199
t- statistika 1,2333
Zavér : pruméry se povazuji za shodné, Hy ptijata

Vypoctend hladina vyznamnosti 0,235

4.2.3 Korelace

Vzijemny vztah, tedy korelace, mezi hodnotami 25-OH vitaminu D3 a vékem
jednotlivych darcti krve byla zpracovana pomoci statistického programu ADSTAT.

4.2.3.1 Dobrovolni darci krve

Statistické charakteristiky regrese:

Tabulka XIX: Korelace mezi hodnotami 25-OH vitaminu D3 a vékem — dobrovolni

darci krve

25-OH vitamin D3

Vicenasobny korela¢ni koeficient

0,20961

Koeficient determinace

0.0043937

Testovani regresniho tripletu:

Tabulka XX. Fischeriv-Snedecoroviiv F-test test vyznamnosti modelu — dobrovolni

darci krve

25-OH vitamin D3

Hodnota kritéria F 0,64338

Kvantil F (1 — a, m-1, n-m) | 4,6061
Pravdépodobnost 0,436

Zavér: model je nevyznamny




5. Diskuse

Vitamin D je steroidni hormon, ktery zasadnim zptisobem ovliviiuje absorpci vapniku
v gastrointestindlnim traktu a reguluje homeostasu vépniku. Forma vitaminu D3
(25-OH vitamin D3) je hlavnim cirkulujicim metabolitem vitaminu D v krvi. Analyza
25-OH vitaminu D3 déava lepsi informaci o stavu metabolismu vitaminu D, nez
stanoveni 1,25(OH), vitaminu D3, a proto se upfednostiiuje v diagnostice poruch
metabolismu vitaminu D. VySetfeni 25-OH vitaminu D3 se provadi u diagnostiky a
kontroly terapie pacientil s osteoporosou, osteomalacii a osteodystrofii, u diagnostiky
neonatalni hypokalcémie, diagnostiky subklinického deficitu vitaminu D a diagnostiky
intoxikace vitaminem D.*”** 2%

Cilem této prace bylo zavést metodu stanoveni 25-OH vitaminu D3, vhodnou pro
klinickou praxi, a to ve spolupraci s Oddélenim klinické biochemie a diagnostiky
Nemocnice Pardubice.

Metoda HPLC s UV-VIS detekci, ktera byla zvolena pro stanoveni 25-OH vitaminu D,
je Casové 1 finanéné¢ nendrocna a v budoucnu dobie pouzitelnd také pro stanoveni
dalgich latek vitaminového charakteru (vitamin A, vitamin E a B-karoten).®” Dalsi
metodiky pro stanoveni 25-OH vitaminu D3, jako napiiklad RIA, HPLC s hmotnostni
detekci a HPLC s elektrochemickou detekci, jsou z hlediska piistrojového vybaveni, tak
také finanéné, velmi naro¢né.(26:31:32)

Pro ptipravu vzorku bylo vyzkouseno nékolik postupii. Prvné jsme zpracovavali vzorek
pomoci SPE techniky, komeréné dostupné od firmy Chromsystems. Pomoci této
techniky jsme se zbavili kontaminujicich latek, které koeluovaly spole¢né
s 25-OH vitaminem D3. OvSem problémem byla nedostate¢na vytéznost pro
25-OH vitamin D3, coz vedlo u vétSiny vzorka k nemoznosti detekovat jej.

Dal3im postupem ptipravy vzorku byla extrakce do n-hexanu.** Tato metoda pripravy
vzorku byla velmi jednoduchd, ¢asov€ nenaro¢na a levna. OvSem oproti SPE technice
se nam nepodafilo dostatecné odstranit kontaminujici latky, které koeluovaly spolecné
s 25-OH vitaminem D3 (Obr. 15 a 16). Vytéznost této extrakce vSak byla dostacujici.

Z duvodu kontaminace latkami, které se zkolony vymyvaji mnohem pozdé¢ji nez
25-OH vitamin D3 i vnitfni standard, jsme prodlouZili analyzu na 30 minut. Do
budoucna by bylo vyhodnégjsi zaradit vymyvaci krok mobilni fazi se siln€j$i elucni

silou.



Analytick¢ parametry metody nejsou dostateCné, coz je dano velmi nizkymi
koncentracemi 25-OH vitaminu D3 v lidské plasmé. Problémem navic bylo, Ze pii
zvySeni citlivosti UV-VIS detektoru padala zakladni linie (baseline) pod hodnotu
-10 mV, kde jiz nedochazi k integraci chromatografického zaznamu. Tento problém by
mohl byt v budoucnu vyfeSen pofizenim vyhodnocovaciho softwaru LCsolution od
firmy Shimadzu.

Urc¢ili jsme orientacni rozmezi 25-OH vitaminu D3 pouze u malé skupiny darct krve
nasi katedry, jelikoz ve vzorcich plasmy darct krve a pacientd z Oddéleni klinické
biochemie a diagnostiky Nemocnice Pardubice jsme prakticky nedetekovali zadny
25-OH vitamin D3. Domnivame se, Zze vzorek krve byl nevhodné transportovan a
zpracovan. Pro stanoveni 25-OH vitaminu D3 je nutné zajistit, aby transportovana krev
byla chranéna pted svétlem a separace plasmy od krevniho kolace byla provedena pii
nizké teploté (do 8 °C) a v mistnosti chranéné pied ptimym slune¢nim zéaifenim. Plasmu
doporucujeme uchovavat pred analyzou v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

Skupinu dobrovolnych déarct krve jsme rozdé€lili na dvé skupiny. Jedna skupina uZzivala
vitaminovy preparat Nature’s Bounty, ktery obsahuje doporucenou denni davku
vitaminu D (10 pg) a vitaminu A (1500 pg), a to po dobu jednoho tydne pfed odbérem
krve. Druhd skupina dobrovolnych darcii krve zadny vitaminovy preparat neuzivala.
Porovnanim obou skupin jsme nezjistili statisticky vyznamné rozdily v hladinach
25-OH vitaminu D3 v plasm¢ (57 nmol/l oproti 42 nmol/l, p=0,235 na hladiné
o = 0,05; Studentlv t-test), coz mize byt dano tim, Ze uzivani vitaminového preparatu
bylo jen kratkodobé. Navic jsme nenalezli statisticky vyznamnou korelaci mezi
hladinou 25-OH vitaminu D3 v plasm¢ a vékem dobrovolnych darct krve.

Zajimavé bylo zjisténi, Ze orienta¢ni hodnoty u dobrovolnych darct krve se pohybovaly
na dolni hranici referen¢nich hodnot uvadénych v literatute.

Jelikoz jsme prakticky nedetekovali Zadny 25-OH vitamin D3 ve vzorcich ziskanych
z Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky Nemocnice Pardubice (hodnoty pod
10 nmol/l), bylo by vhodné sledovat stabilitu tohoto vitaminu pfi riznych teplotach
(laboratorni teplota, 8 °C, -20 °C a —80 °C). Jelikoz je 25-OH vitamin D3 velmi citlivy
na svétlo, bylo by dobré zjistit, jak rychle se snizuje jeho hladina v biologickém
materialu vystavenému dennimu svétlu i pfimym sluneénim paprskiim.

Stanovovali jsme 25-OH vitamin D3 také pomoci kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci. Separace probihala za stejnych podminek jako u HPLC

s UV-VIS detekci, pouze jsme nepatrné modifikovali mobilni fazi tak, Ze jsme ji



okyselili koncentrovanou kyselinou chloristou, methanol-voda-kyselina chlorista
(95:5:0,1, v/v/v). Pridavkem kyseliny chloristé jsme dosahli zvySeni vodivosti mobilni
faze, ktera je nutna pro elektrochemickou detekci. Pfi elektrochemické detekci vSak
bylo detekovano mnozstvi interferujicich latek, které eluovaly spolecné
s 25-OH vitaminem D3 (Obr. 19).

Vypracovali jsme HPLC metodu pro stanoveni 25-OH vitaminu D3 v lidské plasmé,
kterd by po vyfeSeni vySe zminénych problémii mohla byt pouzitelnd pro klinickou
praxi. Navic se rysuje moznost simultdnniho stanoveni 25-OH vitaminu D3 spole¢né s

vitaminem A, vitaminem E a 3-karotenem.



6. Zaveér

U vzorkl dobrovolnych darct krve byly stanoveny koncentrace 25-OH vitaminu D3 a
pomoci statistické analyzy ur€eno orientacni rozmezi této latky.

Dale bylo pomoci statistické analyzy dat zpracovano porovnani koncentraci mezi
dobrovolnymi darci krve se a bez suplementace vitaminem D. Vysledkem tohoto
porovnani bylo, Ze dané skupiny se od sebe statisticky vyznamné nelisi.

Pti porovnani koncentraci dobrovolnych darct krve s vékem nebyla nalezena statisticky

vyznamna korelace.
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Priloha



Priloha 1

Prehled stanovenych koncentraci 25-OH vitaminu D3

¢islo vzorku | VEk | Pohlavi | Koncentrace 25-OH vitaminu D3
1 24 |7 114,30
2 25 | Z 43,89
3 24 | Z 47,77
4 2 |7 64,05
5 24 | Z N

6 26 |Z N

7 4 |7 57,30
8 29 | Z 39,34
9 26 |Z 31,14
10 50 |Z 21,04
11 31 |Z N

12 32 | Z 32,25
13 26 |7 62,53
14 47 |7 10,42
15 68 |Z 116,20
16 28 | Z 50,10
17 23 | Z 39,29
18 29 | Z 28,98
19 25 | Z 18,63
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