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Abstrakt

V diplomové praci byla vyvinuta novda HPLC metoda pro stanoveni vitamini D
(vitamin D5, D3) a jeho metabolitti (1,25(OH),D3, 25(0OH)D3) v jednom vzorku s vyuzitim
vnitiniho standardu.

Pfi navrhovaném stanoveni byla pouzita monolitni kolona Chromolith Performance
RP-18e, 100 x 4,6 mm. Detekce byla provadéna pomoci diode array detektoru pti vinové
délce 265 nm pro vitaminy D a jeho metabolity, 295 nm pro vnitini standard tokol. Jako
mobilni faze byla pouzita smés methanol : acetonitril : voda v procentuelnim zastoupeni
12,5:85:2,5. Pratok mobilni faze byl 1,5 ml/min a nastfik vzorku na kolonu 20 pl.
Celkova doba analyzy byla 3,5 minuty v¢etné ekvilibrace kolony.

Metoda byla vypracovana a ¢asteCné optimalizovana se standardy vitaminu D a

bude dale validovana pro biologicky material.

Abstract

In this diploma work the new HLPC method for simultaneous determination of
vitamins D2, D3 and their metabolites (1,25(0H)2D3, 25(0OH)D3) using the internal
standard was developed.

During the suggested assessment the monolith column Chromolith Performance RP-
18e, 100 x 4,6 mm was used. The detection was carried out with the help of a diode array
detector at wavelenght 265 nm for vitamins D and its metabolites, 295 nm for the internal
standard tocol. The mixture of methanol : acetonitrile : water in percentual representation
12,5:85: 2,5 was used as the mobile phase. The flow rate of the mobile phase was 1,5
ml.min™ and the injection volume of the sample was 20 ul. The total time of the analysis
was 3,5 minutes including the equilibration of the column.

This method was developed and partially optimised with the standards of vitamins

D and will be validated for biological material.
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1 Uvod a cil prace

Uvod

Monitorovani hladin metabolitii vitaminu D (kalcitriolu a kalcidiolu) pfedstavuje u
pacienti se snizenou funkci ledvin vyznamny pfinos pro vcasnou Upravu parametrd
kostniho metabolismu. Tato vySetfeni mohou pfispét k prevenci pozdnich pokrocilych
forem renalni osteopatie.

Na Gerontologické a metabolické klinice ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové je
v soucasné dobé feseno nékolik projektd, jejichz soucasti je i sledovani hladin vitaminu
D. V klinické praxi je nyni stanovovan relativné drahou metodou — radioimunoanalyzou.
Dal$i moZnost stanoveni vitaminu D a jeho metaboliti pfedstavuje kapalinova

chromatografie.

Cil prace

Vyvoj HPLC metodiky stanoveni derivati vitamini D (D, D3, 1,25(0OH),D; a
25(0OH)D3) v lidském séru pro klinické vyuziti u pacientli s poruchami ledvinnych funkei.
Cilem bylo zlepsit diagnostické moznosti a najit vhodnou, rychlou, dostupnou metodu

S pouzitim moderni instrumentace.



2 Seznam zkratek

ACN
CaR
CKD
DBP
DNA
ECT
GC
GFR
HPLC
HPTLC
IL
iIPTH
LC
MeOH
MS
NADPH
p.o.
PTH
RIA
RXR
SPE

T lymfocyty
THF
TLC
VDR
VDRE

acetonitril

receptor pro vapnik

chronické onemocnéni ledvin

vitamin D vézajici protein
deoxyribonukleova kyselina
extracelularni tekutina

plynové chromatografie

glomerularni filtrace

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
interleukin

intaktni PTH

kapalinova chromatografie

methanol

hmotnostni spektrometr

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)

per os, pfijaty usty

parathormon

radioimunoanalyza

receptor X pro kyselinu retinovou
extrakce na pevné fazi

pomocné T lymfocyty
tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
receptor vitaminu D

elementy pro receptor vitaminu D



3 Historie vitaminu D

Vitamin D byl objeven na zac¢atku minulého stoleti. Omylem byl klasifikovan jako
nutrient a kostni choroby, rachitida a osteomalacie se povazovaly za onemocnéni, ktera
nutrient, vychdzelo z poznatku, ze se v malém mnoZstvi nachazi v potravé a jeho objeveni
spadalo do obdobi objevu dalSich vitaminovych mikronutrienti. Proto byl zafazen do
skupiny vitaminti rozpustnych v tucich spolu s vitaminem A, E a K. Pozd¢ji se vSak pfislo
na to, ze potrava obsahuje jen velmi malé mnozstvi vitaminu D, a to piedevSim vitamin
D3. Vitamin D, je v pfirodé vzacny, vznikd ozafenim UV ergosterolu v houbach za
vzniku ergokalciferolu. U lidi se vSak stale vyuzivé i farmaceuticka forma ergokalciferolu

(vitamin D) na fortifikaci (obohaceni) potravin, ale i v prevenci a terapii jeho deficitu

[2].

Stru¢ny prehled:

1) konec 17. stoleti: déti zijici v oblastech snizkym slune¢nim osvitem
(industrializovand evropskd mésta severni Evropy) trpi retardaci riistu a deformaci
skeletu (,,rachitis‘)

2) 18. a 19. stoleti: vyskyt az u 90% déti v Leidenu a Glasgow a u 80% déti
v Bostonu

3) 1822 Sniadecki: déti z hlavniho mésta (VarSava) maji rachitis, déti Zijici na
venkové postiZzeny nejsou. Za onemocnéni odpovida nedostatek slune¢ni expozice
ve méEste.

4) 1890 Palm: déti ve méstech Velké Britanie jsou postizeny, déti na venkové¢ Indie
postizeny nejsou. Doporuceni ,,slune¢nich 1azni*.

5) 1919-1921 rachitis u déti Ize 1é¢it slune¢nim osvitem/UV zafenim

6) strukturalni identifikace vitaminu D2 a D3 (ergo- a cholekalciferol)

7) 30. 1éta 20. stoleti — obohacovani potravin vitaminem D (pozdé&ji ukonceno)

8) 1963 — Norman a DelLuca — syntéza D3

9) 1969 — Haussler — objev 1,25-dihydroxyvitaminu D3 a receptoru pro vitamin D
(VDR)

10) 1974 — Fraser a Kodicek: kalcitriol per os (Rocaltrol)

11) 1984 — Slatopolski: kalcitriol i.v. (Calcijex)



12) 1987 — monoklonalni protilatky proti VDR
13) 1997 — ,,VDR-knockout mice* = umoznény studie (pato)fyziologie vitaminu D
14) 1998 — FDA registruje parikalcitol (synteticky analog vitaminu D, Zemplar)

15) V soucasnosti intenzivné zkoumany ,,netradi¢ni* G¢inky vitaminu D [3]

10



4 Chemicka podstata a obecna c¢ast

D3 (cholekalciferol)

Sumarni vzorec: C7H440

Mr: 384,6

Absorp¢éni maximum: 264 nm (v ethanolu) a 254 nm

Je velmi stabilni v redukujicich agens, v zasadach ma omezenou stabilitu a naopak velmi
labilni je v pfitomnosti kyselin, ionti kovii, oxidacnich agens a pti 100°C nebo na svétle.
Vitaminy D jsou mirné citlivé na teplo a vzduch, kdy dochazi ke katalyze vedouci

k izomerizaci a zaroven k oxidaci molekuly.

Fyziologické hodnoty

Orientac¢ni referencni intervaly jsou uvedeny v tabulce 1. Koncentrace vitaminu D a
jeho metabolitl v séru vyrazné kolisaji v zavislosti na rocnim obdobi, vystaveni
organismu slune¢nimu zateni i na ptijmu potravou. Vyssi hladiny nachézime v 1été ve
srovnani se zimou. U zen prudce stoupa koncentrace v ovulacni fazi. Interferujici faktory

zvysujici koncentrace: 1éky (estrogeny, oktreoidy, prednison) [11].

Tab. 1: Orienta¢ni referen¢ni meze v séru [11]

Déti: 1,25(0H),D3 0,075 - 0,175 nmol/I
Dospéli: 1,25(0H),Ds 0,050 — 0,200 nmol/Il
Léto — dospéli: 25(OH)D3 50 — 300 nmol/I
Zima — dospéli: 25(0OH)D3 25— 125 nmol/Il
Léto — zdravé osoby (95% interval, 1éto): 41,6 —192,4 nmol/l
25(0OH)D3

Nazev ,,vitamin D* je genericky nazev pro dvé molekuly. Ergokalciferol neboli
vitamin D; vznikd ozafenim rostlinného sterolu ergosterolu. Cholekalciferol neboli
vitamin D3 je hlavni formou vitaminu D v pfirodé [10]. Vitamin D3 je syntetizovan
Vv pokozce po aktivaci slune¢nim zafenim [6].

Zdrojem vitaminu D, jsou houby a rostliny, ¢lovék ho nedokaze vytvotit [1].

Vitamin D2 vznika v kvasinkach a rostlinach (ergosterol). Jako 7-dehydrocholesterol, kdy
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je ergosterol vystaven UVB, je fotolyzovan na provitamin D2, ktery se okamzité
izomeruje teplem na vitamin D2. Je obecné pfijatelné, ze vitamin D2 a vitamin D3

vyuziva lidsky organismus stejné, jsou stejné téinné [6].

4.1 Formy

Hlavni formy vitaminu D byly popsany. Dva nejdajezitcjsi jsou vitamin D3

(cholekalciferol) a vitamin D, (ergokalciferol).

Obr. 1: cholekalciferol (D3) [1] Obr. 2: ergokalciferol (D7) [1]

\
A\

HO" HO™

Vitamin D je steroidni prohormon. Je pfedstavovan steroidy vyskytujicimi se u
zivocicht, rostlin a kvasinek. Z nich riznymi metabolickymi pochody vznikd v téle
hormon znamy jako kalcitriol [17]. Chemicky, variantami vitaminu D jsou sekosteroidy;
oteviené steroidy. Rozdil ve struktufe mezi vitaminem D; a D3 je Vv jejich postrannim
fetézci [1]. Zatimco vitamin D3 ma postranni fetézec jako cholesterol, vitamin D2 se

odlisuje methylovou skupinou na uhliku C24 a dvojnou vazbou mezi C22 a C23 [6].

Vitamin D1: molekularné slozeny z ergokalciferolu s lumisterolem 1:1
Vitamin D,: ergokalciferol nebo kalciferol (z ergosterolu)

Vitamin Ds: cholekalciferol (pochazi z 7-dehydrocholesterolu v kizi)
Vitamin Dy: dihydrotachysterol

Vitamin Ds: sitokalciferol (ze 7-dehydrositosterolu) [1]

12



4.2 Metabolity

4.2.1 Vyznam 25(0OH)D

V minulosti pfevladal nazor, ze koncentrace 25(OH)D 2z pohledu vitamin D
hormonalniho systému neni vyznamna, protoze biologicky aktivni metabolit 1,25(OH),D
syntetizovany v ledvindch je vic nez 100x ucinngjsi. Jsou vsak doklady o tom, Ze i
25(0OH)D se vaze na VDR (receptor vitaminu D), i kdyZ s nizkou afinitou. Koncentrace
25(0OH)D v plazmé je vSak ptiblizné¢ 1000x vyssi nez koncentrace 1,25(0OH),D, proto je
pravdépodobné, ze 25(OH)D se podili na celkovém ucinku vitaminu D. Orgény, které se

ptimo nepodileji na udrzeni kalcium-fosfatové homeostazy také obsahuji VDR [2].

4.2.1.1 Faktory ovlivitujici koncentraci 25(OH)D

Hlavni zdroj vitaminu D u lidi je jeho syntéza v kuizi vlivem slune¢niho zéieni.
Existuje celd fada faktori, které syntézu limituji:
a) UV zafeni
Produkce vitaminu D3 zavisi na zemépisné Sifce, denni dobé a ro¢nim obdobi.
V severozapadni Evropé v zimnich mésicich (od fijna do kvétna) syntéza prakticky
neprobihd a organismus spotifebovava svoje zasoby. Na druhé strané k saturaci
organismu vitaminem D na nékolik mésicti staci n€kolikahodinové ozateni. Stafi lidé,
kteti nevychdzeji z domu nebo jsou institucionalizovani, maji vysoké riziko
hypovitamindzy D. Nedostatek slune¢niho zafeni maji i chronicky nemocni pacienti.
b) Vék
Starnuti téZ snizuje kapacitu kiize syntetizovat vitamin D3. Ve v€ku nad 65 let je 4-
nasobné sniZend kapacita kize produkovat vitamin D3 V porovnani s mladymi jedinci.
c) Resorpce ve stieve
Druhym pfirozenym zdrojem vitaminu D je jeho pfijem potravou, hlavné v rybach a
rybim tuku. Kapacita resorpce obou vitaminll ve stfevé se vékem snizuje az na 40%
V porovnani s mladymi jedinci. Potraviny obohacené vitaminem D se v USA a Kanad¢
pouzivaji uz dlouhodob¢, u nas zatim kratce. VSeobecné lze fict, Ze pfijem vitaminu D

V potravé je oproti syntéze v kuzi velmi maly [2].
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4.2.2 1,25(0H),D3

Kalcitriol stimuluje ve sliznici tenkého stfeva syntézu specifického proteinu,
nutného pro vazbu a absorpci vapniku [9]. Ukazalo se, ze 1,25(OH),;D potlacuje ve vice
tkanich rist bunc¢k a stimuluje jejich diferenciaci, coz se potvrdilo pii 1écbé nekterych
nadortt a lymfomu. Systémové a topické podavani 1,25(OH),;D se efektivné vyuziva

k 1é¢b¢ psoriazy [2].

4.2.3 24,25(0H),D a 25,26(OH),D

Zakladni sterolova molekula mtize byt modifikovana alternativnimi metabolickymi
cestami, tj. hydroxylacemi na pozicich 1, 23, 24, 25 a 26. Existuje vice nez 20 metabolitu,
ale u zadného nebyla jasné¢ prokdzana biologicka aktivita [17]. 24,25(OH),D
a 25,26(OH),D jsou povazovany za degradacni (,,neaktivni) produkty hydroxyla¢niho
procesu. Funkce téchto dvou metaboliti vSak neni zcela jasna.

Metabolit 24,25(0OH),D; byl experimentalné pouzivan k tlumeni hyperkalcemického
ucinku pfi vysoké suplementaci pacientii s deficitem vitaminu D. Tato kombinovana
1é¢ba dostate¢n¢ tlumila hyperparatyreézu, zvySovala proliferaci osteoblasti a
mineralizani aktivitu 1,25(OH),D3. Ukazuje se tedy, Ze 1 minimalné¢ aktivnich
degrada¢nich produkti metabolismu vitaminu D by bylo mozno klinicky vyuzit ve

vhodné kombinaci s 1,25(0OH),D3 [11].
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5 Zdroje (vyziva, potrava)

Rocni obdobi, zemépisna Sitka, denni doba, oblacnost, opalovaci krémy ovliviiuji
expozici kiize UV paprskiim, a tim i syntézu vitaminu D, proto je dulezité, aby lidé se
snizenou expozici slunci méli dostatek vitaminu D v potravé [1]. Je-li vystaveni
slunecnimu zafeni nedostatecné pro zasobovani organismu vitaminem D, je moZzné ho
individualné ziskat z potravy ¢i vitaminovych doplnka [6].

Obsah vitaminu D v potravindch je velmi variabilni. Pomémé nizky je ve
vegetarianské stravé, naopak ve vyznamnéjSich koncentracich je obsazen v nékterych
druzich ryb (makrela, tunak, sled’), ve vaje¢ném Zzloutku, jatrech, mléku a masle [11].
Jednim zmala pfirodnich zdrojli vitaminu D pro vegany jsou shiitake houby [1].
Vyznamnymi zdroji jsou téz vitaminem D obohacené margariny a pomazanky [10].
Vétsinu vitaminu D z potravy pfijimame ve formé fortifikovanych potravin predev§im
mléka, séjového mléka a ceredlii (obilné lupinky) [1]. Je-li organismus pfiméfené dlouho
a pravidelné¢ vystavovan slunecnimu zafeni, neni zevni ptfivod vitaminu nezbytny.
KaZdodenni expozice sluneénimu zafeni v délce 15 minut sta¢i pro dosaZeni
dostate¢nych plazmatickych hladin [11].

U.S. Dietary Reference urcuje adekvatni ptijem (Al) pro kojence, déti i dospélé ve
véku 19-50 mnozstvi 5 pg/den (200 Ul/den). Adekvatni piijem se zvySuje na 10 pg/den
(400 Ul/den) pro dospélé ve véku 51-70 let a na 15 pg/den (600 Ul/den) pro lidi starsi
70ti let [1].

Tab. 2 : Doporuéena denni davka vitaminu D3 [11]

Muzi Zeny
<50 let 0,005 mg 0,005 mg (i v téhotenstvi)
> 50 let 0,015 mg 0,010 mg
Parenteralni potfeba/24hod 0,005 mg

V nékterych zemich obohacuji potraviny jako mléko, jogurty, margariny, oleje,
ranni ceredlie, téstoviny a chleba vitaminem D, a/nebo Ds, pro minimalizaci rizika
deficitu vitaminu D. Ve Spojenych statech a Kanad¢ naptiklad fortifikované mléko
poskytne 100 UI ve sklence nebo jednu ¢Etvrtinu odhadovaného adekvatniho piijmu pro

dosp€lé nad 50 let [1].
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6 Biologické plisobeni

Vitamin D (resp. kalcitriol) hraje dilezitou roli v udrzovani organovych systémii.

1) Vitamin D reguluje hladinu vapniku a fosforu v krvi, podporuje jejich absorpci
Z potravy ve stfeve a zvysSuje reabsorpci vapniku v ledvinéch.

2) Podporuje formovani kosti a mineralizaci, je zadkladem pro vyvoj zdravych a
silnych kosti.

3) Inhibuje produkci hormont z piistitnych télisek (snizuje tvorbu parathormonu,
zvySuje expresi receptoru pro vitamin D, zvySuje expresi CaR).

4) Vitamin D ovliviiuje imunitni systém podporou imunosuprese, fagocytdozy a
protirakovinnymi G¢inky.

5) Pusobi na inzulinovou sekreci v pankreatu.

6) Ovliviuje kardiovaskularni systém inhibici sekrece reninu/stimulaci myocytu.

7) Obecné ma antiproliferativni a prodiferencia¢ni ucinek (zprostifedkovan VDR)

[1,3].

Obr. 3: Biologické ptisobeni vitaminu D na organismus [20]
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Vitamin D reguluje plazmatickou koncentraci kalcia stimulaci jeho absorpce ve
sttev€ a modulaci vyluCovani fosfati ledvinami [10]. Prispiva tak k regulaci a
optimalizaci hladiny véapniku a fosforu v krvi. Fosfor i vapnik jsou dulezité¢ pro stavbu
kosti [1]. UdrZzovani kalcémie v norm¢ je zakladem novotvorby kosti. Hypokalcémie vede
naopak k resorpci [10]. Vitamin D je proto vyznamny pro uchovani kosti silnych a
neposkozenych [1].

Epidemiologické studie poukédzaly na souvislost mezi deficitem vitaminu D a
rakovinou tlustého stfeva a prsu.

Stav vitaminu D v organizmu ovliviiuje imunologické funkce, dolozila se porucha
funkci makrofagi [2]. Vitamin D totiz umoziuje jejich diferenciaci [10]. Deficit vitaminu
D ovliviiuje sekreci inzulinu. Lécba vitamin D deficitnich pacientii zlepSuje glukézovou
toleranci a funkci beta-bunék pankreatu. Deficit vitaminu D patii mezi faktory, které se
podileji na rozvoji metabolického syndromu X. Deficit vitaminu D ovliviiuje i jiné
endokrinni organy jako napt. hypofyzu, testes atd. Ve Framinghamské studii se zjistil
vztah mezi deficitem vitaminu D a progresi osteoartritydy, stejné jako s neobvyklym
bolestivym syndromem charakterizovanym téZkou hyperestezi, kterd ustoupila po 1écbé

vitaminem D [2].
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7 Metabolismus

Vitamin D je bud’ syntetizovan v kiizi, nebo pfijiman potravou a do ob&hu vstupuje

¢asteCné navazan na vitamin D-vazajici protein (DBP) [6].

Obr. 4: Osud vitaminu D v organismu [19]
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7.1 A) Syntéza vitaminu D v kuzi

Kuze se sklada ze dvou hlavnich vrstev: vnitini vrstva nazyvand Skara (dermis),
slozena pifevdzné zpojivové tkan¢ a vnéjSi tenéi se nazyva pokozka (epidermis).
Epidermis je sloZzena zpéti vrstev: stratum corneum, stratum lucidum, stratum

granulosum, stratum spinosum a nejvnitinéjsi stratum basale [1].
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Vitamin Ds vznika vkuzi fotochemickou reakci ze 7-dehydrocholesterolu.
Nejvyssi koncentrace 7-dehydrocholesterolu se naléza v epidermalni vrstvé kize
Ve stratum spinosum a nejvnitingj$i stratum basale. Produkce provitaminu D3 je proto

nejvetsi v téchto dvou vrstvach, kdezto v ostatnich je snizena.

Syntéza v kiizi nastava diky UVB zafeni,

které efektivné prostupuje pouze epidermalni

Stratum cormeumn

vrstvou kize. 7-dehydrocholesterol absorbuje

Stratum hucidum

Stratum granulosum

UV svétlo nejefektivnéji ve vinovych délkéach
270-290 nm, proto produkce vitaminu Dj

nastane pouze V téchto vinovych délkach. Dva

Stratum spinosum

vvvvvv

nejdilezitéjsi  faktory, které ftidi tvorbu

provitaminu D3 jsou intenzita a kvalita (vhodné

vinové délky) UVB ozafeni, které zasdhne 7-
dehydrocholesterol hluboko ve stratum basale a
stratum spinosum.

Kriticky determinujici ¢len pfi produkci vitaminu D3 v kiZzi je pfitomnost a
koncentrace melaninu. Melanin funguje jako slune¢ni filtr v kiizi, a proto koncentrace
melaninu souvisi se schopnosti UVB svétla proniknout epidermélnimi vrstvami, a tak
dosdhnout na 7-dehydrocholesterol obsazeny ve stratum basale a stratum spinosum.
Mnozstvi 7-dehydrocholesterolu (kolem 25-50 mg/cm? kize) dostupné ve stratum
spinosum a stratum basale, postac¢uje za normalnich okolnosti pokryt potiebu télnim
vitaminem D, a tudiZ obsah melaninu nezméni mnozstvi vitaminu D, které muze byt
vyprodukovano. Jedinci s vysokym obsahem melaninu v kizi jednoduse potiebuji delsi
pobyt na slunci k produkci stejného mnozstvi vitaminu D nez jedinci s nizkym obsahem

melaninu [1].

19



Syntéza kalcitriolu
1. Prekurzor cholesterolu, 7-dehydrocholesterol, absorbuje v ktizi ultrafialové zareni

B (A =290-315 nm; redukce o 6 elektronil) a ptechazi fotolytickym rozkladem na
formu provitaminu D3 [1,6,17].

H;\I:,_ HalC ey s _CHy
- g - "o

2. Provitamin D3 je termodynamicky nestabilni a pfesmykuje se svou dvojnou vazbou

na sviij izomer - vice stabilni vitamin D3 (cholekalciferol) [6].

7.2 B) Suplementace

Vitamin D3 je tvofen v kiizi (viz. vySe) nebo pfijat potravou.

3. Cholekalciferol je vychytavan jatry, kde je v endoplasmatickém retikulu
hepatocytli hydroxylovan enzymem 25-hydrolazou [1]. Reakce vyzaduje hoi¢ik,
NADPH, molekularni kyslik a dosud necharakterizovany cytoplazmaticky faktor [17].
Vznikly produkt, 25-hydroxycholekalciferol je ptevazujici formou vitaminu D
v ob&hu a také tvofi vétSinu jaternich zasob vitaminu [1]. Jeho plazmatické hladina je
povazovana za ukazatel dostupnosti vitaminu D v organismu [6].

Poté co je 25(OH)D tvoten v jatrech, vstupuje do ob&hu a navdzan na DBP putuje
do ledvin, kde ho ledvinovd 25(OH)D-la-hydroxyldza v renédlnich tubulech

metabolizuje na dva dihydroxy-metabolity, hlavni biologicky aktivni hormon 1,25-
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dihydroxycholekalciferol (1,25(0OH),D neboli kalcitriol) a 24R,25(OH),D;. Tato
konverze je ptisné regulovana [1,6]. Samoziejmé, ze zavazné onemocnéni jater nebo
ledvin povede k poklesu tvorby aktivniho vitaminu D s naslednou hypokalcémii [10].
1,25(0H),D jako aktivni forma vitaminu D je odpovédna za vétSinu reakci; pusobi na
metabolismus vapniku a kosti, mobilizuje kmenové bunky z kostni dfen¢ a indukuje
jejich vyzravani v osteoklasty [6]. Vyznamna ¢ast 25-hydroxycholekalciferolu
vstupuje do enterohepatalniho ob&hu, a proto naruseni tohoto procesu miize zpusobit

nedostatek vitaminu D [17].
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Obr. 5: Metabolismus vitaminu D [18]
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7.3 Systémova regulace

Podobné je aktivovan i vitamin D,. Zatimco dominantnim aktivatorem enzymu la-
hydroxylazy je parathormon (PTH), nejvyraznéjSimi inhibitory (do znacné miry
prosttednictvim PTH) jsou kalcium, fosfat a 1,25(OH);Ds;. Posledni ze jmenovanych
faktori inhibuje la-hydroxylazu natolik, ze potlaci i trans-aktivaci parathormonem [11].

Syntetizovany 1,25(0OH),;D vstupuje do cirkulace a putuje do riznych tkani. Ve
stieve interaguje se specifickymi jadernymi proteiny znamé jako ,,vitamin D receptory,
které se postupné kombinuji s receptorem X pro kyselinu retinovou (RXR) na formu
heterodimerniho komplexu. Tento komplex interaguje se specifickymi segmenty na DNA
znamymi jako ,yvitamin D-responsivni (citlivé) elementy”“ (VDRE), které iniciuji
transkripci novych produktii gent [6].

Aktivni metabolit vitaminu D je pfedev§im produkovén ledvinami, ale mize byt

syntetizovan i v dalSich normdlnich tkanich (lymfatické, v kiizi, v placent€) i ve tkénich
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patologickych (tuberkul6zni granulomy a sarkoidéza). Vyznamnym mechanismem
modulujicim homeostdzu vitaminu D je aktivace 24-hydroxylazy 1,25(OH),Ds;. Tento
enzym zvySuje produkci 24,25(0OH),D, jenz je spolu s 25,26(0OH),D povazovan za
degradacni (,,neaktivni‘) produkt hydroxyla¢niho procesu. Funkce téchto dvou metabolitti
neni zcela jasna.

Metabolismus 25(OH)D3; je pomérné pomaly a zpétnovazebna regulace jeho
produkce méné tésnd. Z téchto diavodi se hladina 25(OH)D3 V séru zvySuje umeérné
S pfijmem vitaminu D; je tak dobrym ukazatelem nutri¢niho stavu organismu nezavisle na
hladinach 1,25(0OH);Ds.

Systémova regulace homeostazy vitaminu D je komplexni d&j, kontrolovany
hlavnimi a vedlej§imi mechanismy. Jednim z hlavnich mechanismu, kromé autoregulace
1,25(0OH),D3, jsou sérové hladiny PTH, ktery zvySuje koncentraci sekosteroidu v séru i
tim, ze zpomaluje jeho biodegradaci. Soucasné snizuje aktivitu 24-hydroxylazy, takze
klesa podil neaktivniho metabolitu. Neméné vyznamnym mechanismem je i nepfimy
stimula¢ni vliv PTH zprostfedkovany poklesem koncentrace anorganického fosfatu.

Dalsi z hlavnich regulatori hladin 1,25(OH),D3; — kalcium — tlumi aktivitu la-
hydroxylazy ptimo, ale i nepfimo prostfednictvim PTH (hypokalcémie zvySuje sekreci
PTH). Vzestup kalcémie produkci 1,25(OH),;D3 snizuje [11]. Hydroxylace v poloze 1
nastavd pii hypokalcémii, ktera aktivuje enzym la-hydroxylazu. Je-li plazmaticka
koncentrace Ca’* normalni nebo dokonce zvySenda, probihd v ledvindch alternativni
metabolicky pochod — hydroxylace na 24. uhliku; vznikly 24,25-dihydroxyderivat
vitaminu D mé vyrazné mensi biologickou u¢innost. Vitamin D, je aktivovan obdobnym
zpusobem [9].

Mechanismus regula¢niho ucinku fosfatu je nejasny. Je vSak znamo, ze pokles
sérové hladiny fosfatu zvysuje aktivitu la-hydroxyldzy. I kdyZ vliv fosfatu neni zavisly
na PTH, je podstatné slabsi v porovnani s uc¢inkem PTH. Aktivita la-hydroxylazy je
mimo to modulovana stavem acidobazické rovnovadhy a koncentracemi nékterych

hormont (inzulin, somatotropin-IGF-I, prolaktin, kalcitonin a sexudlni hormony) [11].
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Obr. 6: Zpétna vazba v metabolismu vitaminu D
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7.3.1 Kontrolni (regulaéni) mechanismy vitaminu D

Vitamin D patii spolu s PTH a kalcitoninem k hlavnim biologickym regulatorim
kalciového a fosfatového metabolismu. Po vazbé na jaderny receptor cilovych tkani
1,25(0H);D3 ptimo ovliviluje transkripci genomu. Zatimco existence specifickych
vysokoafinitnich receptorit pro 1,25(OH);D; byla jednoznacné prokazana, tuloha
receptort pro 25(OH)D3 a 24,25(0OH),D3 zlstava vice méné nejasna. Je vSak znamo, Ze
afinita receptorti pro oba tyto metabolity a tedy i fyziologické uc¢inky téchto hormont,
je témér stokrat nizsi v porovnani s 1,25(OH);Ds.

Ptevazna vétSina biologickych uc¢inkd 1,25(OH),D3 je zprostiedkovana receptory
jadernymi, jeZ jsou vysoce homolognimi proteiny, velmi blizkymi receptorim pro
steroidni a tyreoidalni hormony a pro kyselinu retinovou. Tvorba a funkce receptorti pro
1,25(0OH),D3; muze byt proto stimulovana i glukokortikoidy nebo estrogeny. Biologicka
odpovéd’ na hormonalni signdl prostiednictvim jadernych receptorii je podstatné

pomalej§i — fadové b&hem desitek minut, Vporovnani s okamzZitou odpovédi
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zprostfedkovanou membranovymi receptory (béhem nékolika minut). Rychly vzestup
nitrobunécného kalcia je po vazbé na membranové receptory navozen aktivaci kalciovych
kanalt a také prostfednictvim guanosin monofosfatu nebo proteinkinazy C. 1,25(0OH),D3
timto zptisobem zajist'uje kratkodobou i dlouhodobou regulaci homeostazy kalcia.
Receptory vitaminu D se nachazeji v klasickych cilovych tkanich, ve stievu, kosti,
Vv ledvinach a v pristitnych téliscich. Byly prokazany i v mnoha dalsich tkanich, které
homeostazu kalcia pfimo neovliviiuji, napiiklad v kazi, ve svalech, v pankreatu,
reprodukCénich organech, v hemopoetickém, imunitnim a nervovém systému a

v endokrinnich tkanich [11].

7.4 Absorpce, transport a vyluéovani

Vitamin D a jeho hydroxylované metabolity jsou lipofilni latky malo rozpustné ve
vodé. 60-90% Kkalciferolu z potravy je vstiebano v tenkém stfevé, pievazné v jeho
proximalnim useku. Absorpce je pozitivné ovlivnéna ZluCovymi kyselinami, s nimiz
vitamin D tvoii komplexy. Vitamin D je zprvu v¢lenén do chylomikronti a lymfatickym
systémem piendSen do jater. Pii potravé chudé na tuky nebo pii jejich zhorSeném
vstiebavani dochazi 1 ke zpomaleni vstfebavani vitaminu D. 25(OH)D3 i ostatni
metabolity podléhaji enterohepatalnimu ob&hu. Lipofilni molekuly vitaminu v plazmé
alfa-1-globulin a specificky protein vazajici vitamin D — transkalciferin (DBP-vitamin D
binding protein). DBP se vyznaCuje vysokou afinitou zvlast¢ pro 25(OH)D; a
24,25(0OH),D3. Naopak pomérné slabé vaze 1,250H),D3, ¢imz se tento hormon stava
biologicky mélo dostupnym. Systém vazebnych bilkovin umoziiuje cirkulaci aktivnich
metabolitd vitaminu D v krevnim ob¢&hu, pficemz piiblizn¢ polovina 25(OH)Dj; je vazana
na DBP. Metabolity vitaminu D jsou ke tkanim pfendSeny i albuminem a lipoproteiny, na
néZ se vSak vazi sniz$i afinitou. Nehydroxylované formy vitaminu D jsou ukladany
Vv tukové tkani.

DBP je syntetizovan v jatrech. Produkce proteinu je stimulovdna estrogeny
(hormondlni antikoncepce a téhotenstvi) a klesa pfi onemocnéni jater, nefrotickém
syndromu a malnutrici. Za fyziologického stavu je obsazeno méné nez 5% celkového
DBP. Koncentrace 1,250H),D3; je zvySena v téhotenstvi nejen v dusledku vysokych
hladin vazebnych bilkovin, ale 1 proto, ze je tento metabolit syntetizovan v placenté

konverzi prekurzoru 25(OH)D3, ktery prochazi placentou [11].
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7.5 Mechanismus pusobeni (VDR)

Nésledné po konverzi je hormondlné aktivni forma vitaminu D uvolnéna do
cirkulace, vazana na pienaseCové proteiny v plazmé a je transportovana do rdaznych

cilovych organd.

Aktivni vitamin D zprostfedkovava svij biologicky efekt vazbou na receptor
vitaminu D (VDR), ktery je lokalizovan ptedevSim v jadfe cilové buiky. Vazba
kalcitriolu na VDR dovoli VDR receptoru pusobit jako transkripéni faktor, ktery upravi
genovou expresi transportnich proteint (jako TRPV6 a kalbidinu), které jsou zapojeny do

vstiebavani vapniku ve stieve [1].

Receptor vitaminu D patii k jadernym receptorim z rodiny steroidnich receptort.
VDR jsou exprimovany buiikami mnoha organti zejména mozek, srdce, kiize, gonady,
prostata, prsa, cévni hladky sval a endotel [1,22]. Aktivace VDR ve stievé, kostech,
ledvinach a pfistitnych téliskach vede k udrzovani hladiny vapniku a fosforu v krvi (za

asistence parathyroidnich hormoni a kalcitoninu) a kostech.

VDR je zndm svym pusobenim na bunécnou proliferaci a diferenciaci. Vitamin D
tedy podporuje imunitni systém a VDR jsou exprimovany nékolika bilymi krvinkami

pfedev§im monocyty a aktivovanymi T a B lymfocyty [1].

Receptor pro vitamin D (VDR) se nachazi v jadfe. Po vazbé¢ nastava indukce genoveé
odpovédi, kterd je ddna typem bunky resp. tkdng. VDR byl popsan cca ve 30 typech
bunék (ve vSech shodny). Chybéni kalcitriolu vede k ,,down* regulaci VDR pfinejmenSim
v nékterych bunikach/tkanich (a obracene).

Pti selhani ledvin dochéazi ke sniZeni ,,substratu pro VDR a soucasné k poruse
VDR. Miize se jednat o poruchu kvantitativni (snizeni poctu VDR) nebo kvalitativni

(porucha vazby VDR na receptor, aj.).

Dusledky ..neaktivace VDR pfi selhani ledvin:

pankreas - zhorSeni uvolfiovani inzulinu po podani glukdzy

imunitni systém - sniZzend fagocytdza, snizena aktivita polymorfonuklearti a makrofagd,
snizeny pocet lymfocytll, snizeni poméru Tu/Tsypresor lymfocytil, snizena aktivita NK
bunék, zhorSena odpoveéd’ lymfocyti na mitogenni podnét

svaly - svalova slabost, elektrofyziologicky defekt kontrakce/relaxace [4]
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VDR a selhani ledvin:
Pokles funkce ledvin

snizeni poctu VDR — dano délkou trvani stimulacnich faktort

snizeni afinity vitaminu D k receptoru VDR — akumulace ,,uremickych toxinta‘
Selhéni ledvin interferuje s metabolismem VDR i na nitrobunééné Grovni

kvalitativni i1 kvantitativni naruseni afinity VDRE ke komplexu D/VDR

Dysfunkci VDR lze fteSit farmakologickou déavkou pfirozeného substratu ci
nabidkou substratu scilené zménénymi vlastnostmi (analoga vitaminu D). Rozdily
Vv ucinku mezi analogy a metabolity vitaminu D spocivaji nikoliv ve vazbé na VDR, ale
v dal$ich intraceluldrnich mechanismech. Metabolity a analoga vitaminu D se lisi

V prostorovém uspofadani molekuly.

Snizeni funkce ledvin = snizeni kalcitriolu
zénik funkéniho parenchymu ledvin
chybéni prekurzoru (hypovitaminéza D)

dalsi snizeni aktivity 1a-hydroxylazy (naptiklad hyperfosfatémii; acidozou; aj.)

Hyperfosfatémie snizuje tvorbu kalcitriolu vyznamnéji, nez by odpovidalo poklesu
funkéniho parenchymu ledvin.

FGF-23 (,,fibroblast-growth-factor 23* neboli fosfatonin) zvySuje fosfaturii, hladiny
exponencialné stoupaji pii pfijmu fosforu, avSak soucasné¢ snizuje aktivitu 1-a-

hydroxylazy (na rozdil od PTH).

VDR a pristitna téliska

1) aktivace receptoru pro vitamin D snizuje transkripci genu pro parathormon
(snizeni jeho tvorby)

2) aktivita pristitnych télisek je regulovana téz hladinou kalcia (hypokalcémie
zvySuje sekreci PTH, hypokalcémie zvySuje Zzivotnost vytvoieného genového
transkriptu pro PTH tzn. také pfispiva ke zvySeni PTH), hladinou fosforu a
dal$imi faktory (stabilita transkriptu je obecné pii selhani ledvin zvySena)

3) pfi selhani ledvin nastava vlivem vyse uvedenych stimuli hyperplazie télisek
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VDR a pfistitna téliska pii selhani ledvin

1) hyperplazie piistitnych télisek pii selhani ledvin je spojena s vétsim mnozstvim
bunék obsahujicich genetickou informaci pro PTH a vyrazné zhorSenou moznosti
tyto bunky ovlivnit

2) podstatou poruchy regulace pfistitnych télisek pii selhani ledvin je dysbalance
regulujicich faktord (kalcitriol, hypokalcémie, hyperfosfatémie) a dysbalance

receptorti (snizeny pocet ¢i kvalita)

Funkce 1,25(0OH),D3 v pristitnych téliskach
inhibuje transkripci genu pro PTH
inhibuje proliferaci (kmenovych bunégk)
zvySuje pocet VDR

zvySuje pocet receptort pro vapnik (CaR)

Obr. 7: VDR a kostni metabolismus

PTH . PTHR _1,25(0H),D
Lo = ora ¥

¥ osteoblast ~ 1,25(0H),D
= OPG
{} RANKL =

'ﬁ RANK osteoclast precursor

-.— Ca? Ca+2
Cn+=

mm Bone Resorption

mature osteoclast

Deficit kalcitriolu naruSuje souhru mezi osteoblasty a osteoklasty
Dysregulace OPG/RANK/RANKL = podil na adynamické osteopatii
OPG (Ca?*, Pi, H*, AI*)

RANKL (IL-6, IL-11) cytokiny, membranové ligandy [4]

28



8 Hypovitaminéza a hypervitaminéza

8.1 Hypovitaminéza (hodnoceni nedostatku

vitaminu D v organismu)

Primarni deficit zpisobeny nedostatkem kalciferolu pfi nevhodném zivotnim stylu
(vyziva, nedostateCné vystaveni slune¢nimu zafeni, nejcastéji se vyskytuje u seniort);
sekundarni deficit v disledku snizené produkce 1,25(OH);D3; V ledvinach (sniZzena
aktivita la-hydroxyldzy a exprese megalinu v ledvindch); rezistence cilovych tkani na
1,25(0H),D3, ¢astecné souvisejici s poklesem poctu receptort (starnuti, hypofosfatémicka
ktivice vazana na X-chromosom, kiivice zpisobend bodovou mutaci genu pro vitamin D).
Zakladnim patogenetickym mechanismem pii vzniku osteoporézy je druhotna
hyperparatyredza vznikajici v disledku deficitu vitaminu D a poklesu absorpce kalcia ve
stieveé. Deficit vitaminu D mtze ovliviiovat kostni metabolismus i nepfimo tim, Ze vede
k omezeni pohyblivosti v disledku myopatie [11].

Deficit vitaminu D vede ke kiivici u déti a k osteomalacii u dospélych. Dochazi
ptitom k defektu v mineralizaci kostni matrix. Objevuji se bolesti kosti, psychické zmény
a deprese, neuromyopatie. Vznika riziko kostnich fraktur i po malém traumatu [10].
Zméknuti kosti nastava v disledku ztrat a nedostateéné resorpce vapniku a fosfatu [1].
Dochéazi k poklesu imunity. Vitamin D inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu
karcinomu prsu, prostaty a osteosarkomu. U nemocnych s kolorektalnim karcinomem
byly zjiStény nizké hladiny 25(OH)Ds. Za nejspolehlivéjsi marker stavu vitaminu D je
povazovana plazmaticka hladina 25(OH)D; za piedpokladu normdlni funkce ledvin.
Informaci o kalciovém metabolismu doplni sérové hodnoty kalcémie, alkalické fosfatazy
a parathormonu [10].

Deficit vitaminu D miZze byt zplsoben nedostatecnym piijmem spojenym
s nedostatec¢nou slune¢ni expozici, nedostatecnd absorpce, problém v konverzi vitaminu
D na aktivni metabolity, jaterni ¢i ledvinné selhani vyjimecné vrozena vada. Nedostatek
vitaminu D mtze byt spojen s mnoha formami rakoviny [1].

25(OH)D se bézné¢ méfi, avSak referencni meze jsou v jednotlivych laboratotich
Siroké, protoze jsou zalozeny na stanoveni 25(OH)D u dospélych zdravych jedinct jako
jsou napt. darci krve, vrlznych zemépisnych Sitkach bez dalSich informaci. Tyto

referen¢ni hodnoty lze charakterizovat jako ,,population based“. Koncentrace 25(OH)D
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V séru nepodléha homeostatické kontrole, ale zavisi na Zivotnim stylu a prostredi. Je
proto vhodnéjsi definovat referen¢ni hodnoty pro koncentraci 25(OH)D v séru na zaklad¢
rozvoje negativnich vlivii na zdravi tzv. ,,health based* referencni hodnoty.

Je znamo, Ze koncentrace 25(OH)D mensi nez 10ng/ml (25 nmol/l) je spojena
s osteomalacii. Rozpéti 10-20 ng/ml (25-50 nmol/l) je spojena s rozvojem sekundarni
hyperparatyre6zy, malabsorpci vapniku, zvySenou kostni remodelaci, ztratou kostni
hmoty a rozvojem osteoporozy. ,,Health based* referencni hodnoty jsou vyssi nez
,,population based* referen¢ni hodnoty, jsou vSak vhodné&jsi k definici nedostatku, resp.
dostatecného mnozstvi vitaminu D. Dalsi epidemiologické studie dolozily vysokou

prevalenci nizké koncentrace 25(OH)D v rtiznych ¢astech svéta [2].

8.1.1 Klasifikace a diagnostika vitamin D deficitnich stavi

Zatim neexistuje koncenzus, ktery by definoval optimalni koncentraci 25(OH)D. Na
zaklad¢ vyhodnoceni vicero studii, které¢ sledovaly koncentraci 25(OH)D v soucinnosti
S patofyziologickymi projevy nedostatku vitaminu D jako je osteomalacie, zmény
Vv koncentraci kalciotropnich hormont, sniZzeni kostni denzity doSlo k pfehodnoceni
referen¢nich hodnot 25(OH)D smérem nahoru.

Mnozi autofi vyhrazuji termin ,,deficit vitaminu D* pro stavy tézkého nedostatku
vitaminu D spojené s osteomaldcii a termin ,,nedostatek vitaminu D* pro stavy s mirnym

deficitem vitaminu D spojenym se sekundarni hyperparatyredzou [2].

Tab. 3: Hodnoceni podle Lipse

25(OH)D vzestup PTH
do5 tzn méné jak 12,5 nmol/l vic jak 30%
5-10 12,5-25 nmol/I 15-30%
10-20 25-50 nmol/l 15%

Je obtizné urcit pfesné diagnostické hranice pro deficit, resp. dostatek vitaminu D.
V ptipadé, ze se nastavi pfili§ vysoko, mize dochazet k neodiivodnéné suplementaci,
V opacném piipadé u mnohych pacientli dojde k nepfijemné ztraté¢ kostni hmoty. Jednim
z v¢asnych funkénich indikatort miize byt koncentrace PTH. Hodnoceni je jednoznaéné,
jestlize PTH vzroste nad referen¢ni limit. AvSak vzestup koncentrace PTH v souvislosti

s deficitem vitaminu D muze byt 1 v jeho referencnich rozmezich. V Bostonské studii se
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zjistilo, ze sezonnim vykyvim v koncentraci PTH lze zabranit, je-li koncentrace
25(OH)D vyssi nez 90 nmol/l, coz vede k zavéru, ze koncentrace 25(OH)D by méla byt
vyssi nez 90 nmol/l, aby se zabranilo rozvoji sekundarni hyperparatyredzy. Podobn¢ se
zjistilo ve francouzské populaci, ze k vzestupu PTH dochazi, kdyz je koncentrace
25(OH)D nizsi nez 78 nmol/l. V rozporu s témito nalezy je vSak velkd Amsterdamska
studie, ktera nasla vyznamnou negativni korelaci mezi koncentraci PTH a 25(OH)D,
pouze kdyz koncentrace 25(OH)D poklesla pod 30 nmol/l. Na téchto rozdilech se mohou
podilet riizné sety na stanoveni 25(OH)D. DalSim faktorem je relativné vysoky ptivod
vapniku v Holandsku, ktery mize potlacovat koncentraci PTH a ovliviiovat koncentraci
25(OH)D, pfi které se vyviji sekundarni hyperparatyre6za. Na podkladé mnohych studii
se autofi ptiklanéji k nazoru, Ze koncentrace 25(OH)D by méla byt vyssi nez 70-80 nmol/I
[2].

Potfebné mnozstvi vitaminu D3 se vytvoii v ktzi béhem 10-15 minut expozice
slune¢nimu zafeni 2x tydné (oblicej, ruce, paze bez ochranné¢ho krému). Po delsi expozici
se dosdhne rovnovahy a vitamin se jednodusSe degraduje tak rychle, jak se tvofi [1].

Neexistuje zadné doporucéeni pro piijem p.o. v EU, v USA je to 5-10 pg. Pro i.v.
davku formou ergokalciferolu je doporu¢ovano 5 pg [10]. Syntéza ptisobenim slune¢niho
zafeni by m¢la stacit na pokryti az 80% denni potieby, v zavislosti na zeméepisné Sifce a
ro¢nim obdobi. V potravinach se cholekalciferol nachdzi v rybim tuku, jatrech, vaje¢ném
Zloutku a mléce. U rostlin je prekurzorem ergosterol, morfin a rostlinny vitamin D je pak

ergokalciferol neboli vitamin D, [1].

8.1.2 Nemoci zapri¢inéné deficitem

Nedostatek vitaminu D je zndmou pfic¢inou nékolika kostnich onemocnéni zahrnujicich:

Kiivice neboli rachitis je porucha normalni mineralizace a maturace ristovych
plotének epifyz v détském veku, je pro ni charakteristicky opozdény rist a deformity
dlouhych kosti.

Ostomalacie, porucha kostni organické matrix a porucha ukladani mineralu do nové
vytvofené kostni matrix, v jejimz dusledku nedochézi k normalni mineralizaci u
dospélych osob, charakterizovana proximalni svalovou slabosti a kiechkymi kostmi.

Osteoporoéza, stav charakterizovany sniZenou hustotou kosti vlivem nedostate¢né

mineralizace a zvySenou kiehkosti kosti [1,10].
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Ztrati-1i se podstatnd ¢ast renalniho parenchymu nebo je poskozena nemoci, snizuje
se tvorba kalcitriolu a snizuje se resorpce vapniku. Kdyz pak nastane hypokalcemie,
zvySuje se kompenzacné sekrece PTH, a ten piisobi na kost ve snaze zvysit Ca**
v extracelularni tekutiné (ECT). Kombinace rozsahlé prestavby kosti, strukturnich zmén a
naslednych symptomt se oznacuje jako renalni osteodystrofie. V¢asna 1écba vitaminem
D tento proces zabrzdi [17].

Nedostatek vitaminu D muze souviset se zvySenou nachylnosti k nékterym
chronickym onemocnénim napi. vysoky krevni tlak, tuberkuloza, rakovina, zanéty
periodontu (ozubice), roztrouSena skler6za, chronickd bolest, sezonni emocionalni

problémy a nékteré autoimunitni choroby (tloha v imunomodulaci) [1].

8.1.2.1 Skupiny s vétsim rizikem deficitu

Pozadavky na vitamin D se zvySuji s vékem, zatimco schopnost kiize pfeménit 7-
dehydrocholesterol na provitamin D3 se snizuje. Navic se s vékem snizuje i schopnost
ledvin pfeménit kalcidiol na jeho aktivni formu, proto je nutné vyzyvat starsi jedince ke
zvySené suplementaci vitaminu D. Byl uzavien koncenzus, Ze pro optimalni prevenci
osteoporotické fraktury by meéla byt koncentrace kalcidiolu v krvi vyssi nez 30 ng/ml,
ktera se rovna 75 nmol/l (Systém International units).

Americka asociace pediatrii radi suplementovat 200 Ul/den (5 pg/den) vitaminu D
od narozeni. Zdravi Kanady doporucuje 400 Ul/den (10 pg/den). Zatimco vzorec pro
kojence obecné je fortifikace vitaminem D, matefské mléko neobsahuje dostatecné
urovné vitaminu D a rodi¢im se obvykle radi vyvarovat déti delSi expozici sluneCnimu
zateni. Proto déti, které jsou vyhradné kojeny pravdépodobné potiebuji doplnit vitamin D
dal v raném détstvi, obzvlasté v severnich zemépisnych Sitkach. Vitamin D jako samotny
nutrient nebo v kombinaci s dal§imi vitaminy je dostupny ve vodnych nebo olejovych
preparatech (détské kapky). DEti mohou byt bezpecné vystaveny slunci bez klobouku na
kratké periody, staci 10 minut, samoziejmé& v zavislosti na poloze a rocnim obdobi.
Vitamin D nachézejici se v dopliicich stravy a kojeneckych kapkach je hlife absorbovan,
nez ten, ktery je produkovan télem pfirozen¢ a navic nese riziko predavkovani (pii
slunéni predavkovani nehrozi).

Obézni lidé mohou snizit hodnoty forem vitaminu D v ob&hu, pravdépodobné kviili
snizené bio-dostupnosti a jsou vice ohroZzeni deficitem. Pro podporu krevni trovné
vapniku, se nckdy podavaji terapeutické davky vitaminu D pacientim, ktefi mayji

v

odstranéna pristitna téliska (nejCastéji pacienti na dialyze, ktefi maji terciarni
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hyperparathyroidismus, ale také pacienti s primarnim hyperparathyroidismem) nebo
s hypoparathyroidismem. Pacienti s jaterni insuficienci nebo stievni malabsorpci mohou
také vyzadovat vyssi denni davku (vic nez 40 000 Ul nebo 1 mg).

Ochranné prostiedky proti slunci (pouzivané pro prevenci rakoviny) s ochrannym
faktorem (SPF) 8 inhibuji vice nez 95% produkce vitaminu D v kizi. Dermatologové
doporucuji doplnovani vitaminu D spolu s pouzivanim opalovacich krém, které chrani
proti UV paprskim.

SniZzena pigmentace lidi se svétlou ktizi dovoluje absorbovat vice slune¢niho svétla
dokonce ve vy$si zemépisné Sifce, tim se snizuje riziko nedostatku vitaminu D. Ve
vyssich zemépisnych Sitkach nad 30° je v zimnich mésicich snizeny uhel slunecnich
paprskd, krats$i den, lidé nosi ochranny odév béhem chladného pocasi a travi méné casu
venkovnimi aktivitami, tim se snizuje mnozstvi pohlceného svétla a je snizenad produkce
vitaminu D. Protoze melanin funguje jako blok pro slunecni paprsky, potiebuji cernosi
k vytvofeni vitaminu D del$i expozici slunci a méli by se vyhybat vys§im zemépisnym
Sitkdm. V zemépisnych Sitkach pod 30° nemuze byt vyZadovédna suplementace vitaminem

D [1].

8.1.3 Vitamin D u pacientli s onemocnénim ledvin

Poruchy mineralniho a kostniho metabolizmu jsou prvnim projevem chronického
onemocnéni ledvin. Tyto poruchy vedou k bolestem v kostech, zvySené incidenci fraktur
a deformit kosti, myopatiim a svalovym bolestem a rupturdm S$lach. Procesy, které
vyvolavaji poruchy minerdlniho metabolizmu zacinaji plsobit v ¢asnych stadiich
chronického onemocnéni ledvin a progreduji az do chronického selhani ledvin.

U pacientt s chronickym onemocnénim ledvin se téméf vzdy vyvine sekundarni
hyperparatyredza s postupnou hyperplazii ptistitnych télisek. Tato porucha je vyvolana
hypokalcémii, kterd se vyviji v pruibéhu onemocnéni a/nebo deficitem 1,25(0OH),D, ktery
muze piimo ovlivnit funkci pfistitnych télisek. S progresivni ztratou funkce ledvin klesa
pocet VDR a receptort citlivych na vapnik v pfistitnych téliskach, coz vyvolava rezistenci
pristitnych télisek na vitamin D a vapnik. Navic hyperfosfatémie ptimo ovliviiuje funkci a
rust pfistitnych télisek, coz jesté zhorSuje sekundarni hyperparatyre6zu. Hypokalcémii
vyvolava retence fosfati. Rezistence skeletu na kalcemicky uc¢inek PTH a porucha

metabolizmu vitaminu D [2].
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8.1.3.1 Deficit vitaminu D u pacientt s chronickym onemocnénim

ledvin

Nedostatek vitaminu D se velmi ¢asto vyskytuje i u pacientli s onemocnénim ledvin
jak v obdobi pted dialyzou, tak i v pribéhu dialyza¢ni terapie. Renalni onemocnéni
ovliviiuje stav vitaminu D vicero mechanismy:

nedostatek UV zareni

rezistence klize na slune¢ni zafeni a tim sniZzena syntéza vitaminu D

nizky ptivod vitaminu D potravou

pii vyrazné proteinurii ztrata 25(OH)D a jinych metabolitii vitaminu D vazanych na

DBP do mo¢i

Pfi  chronickém onemocnéni ledvin neprobiha v ledvinach dostatecna
biotransformace 25(0OH)D na 1,25(0OH),D, proto se piedpokladalo, Ze nezalezi
na koncentraci 25(OH)D. Pfi urémii je vSak rendlni i extrarenalni 1a-hydroxyléza substrat
dependentni a pfi dostate¢né koncentraci 25(OH)D se muze syntetizovat 1,25(OH),D
pfinejmensim lokéaln€, napt. Vv kostech. Vyznam 25(OH)D dokladaji i ncktera klinicka
chorobu a koncentrace 25(OH)D korelovala s vysokou koncentraci intaktniho PTH
(iPTH). 25(OH)D ma dalsi ucinky, které nejsou znamé pro 1,25(OH);D jako napt. vliv na
obsah fosfatl ve svale a vliv na funkci svala.

U pacientll s chronickym onemocnénim ledvin se sniZzuje ucinek metabolit
vitaminu D v disledku vice faktor. Snizuje se exprese vitamin D receptorti hlavné
v pristitnych téliskach, kdyz dojde k jejich nodularni transformaci a vyviji se rezistence
na 1,25(OH);D na post-receptorové trovni v disledku c¢ehoz dochazi k poruse
genomickych uc¢inki kalcitriolu. Faktory, které se podileji na vzniku rezistence nejsou
zcela objasnéné, predpoklada se ucinek nizkomolekularnich latek, které se hromadi piti
urémii (,,uremické toxiny*). Vliv geneticky podminéného polymorfizmu vitamin D

receptortl pii urémii neni objasnény vubec [2].
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8.2 Hypervitaminéza

Zvysené hodnoty 25(OH)D s hyperkalcémii jsou nachazeny pfi iatrogenni
intoxikaci vitaminem D.

Vitamin D ulozeny v lidském té¢le jako kalcidiol (25(OH)D) ma velké mnozstvi
distribuce a dlouhy polocas rozpadu (kolem 20-29 dnt1). Syntéza bioaktivniho vitaminu D
(hormonu) je pfisné regulovana a toxicita vitaminu D obvykle nastdvd pouze pfi
nadmérnych déavkach. Ackoli bézné jidlo 1 pilulka obsahuji pfili§ nizkou koncentraci
vitaminu D, aby vyvolaly toxicitu dospélych, kviili vysokému obsahu vitaminu A v rybim
tuku je mozné dosahnout Skodlivych hodnot vitaminu A, jestlize je pfijat
Vv nékolikandsobném mnozstvi normalni davky.

Vétsina piipadi predavkovani vitaminem D se staly v disledku vyrobnich ¢i
primyslovych nehod [11].

Dlouhodobé vystavovani se slunci nezpusobuje toxicitu vitaminu D. Po pfiblizné
dvacetiminutové expozici ultrafialovému zéfeni (v Cerno$ské populace je to 3-6x delsi
cas) dosahne koncentrace prekurzorti vitaminu D produkovanych v kizi rovnovéhy a
jakykoli dalsi vyprodukovany vitamin D je degradovan.

Ptesny casovy interval bezpecné davky neni Upln€ zndm, ale davky do 60 pg/den
(2400 UI) jsou pro zdravého dospélého bezpecné. U dospélych muze denni davka
2 500 pg vyvolat toxicitu béhem nekolika malo mésicti. Pro kojence (do 12 mésich) je
nejvyssi tolerovana davka 25 pg/den (1000 Ul/den) a koncentrace vitaminu D
1000 pg/den (4 000 Ul/den), u déti se toxicita ukdzala béhem 1 az 4 mésici. Ve
Spojenych statech byla nadmérna davka hlasena u 284 jedinct v roce 2004, u jednoho
vedla K Gmrti.

Sérova hladina kalcidiolu (25(OH)D) se vyuziva k diagnostice piedavkovani
vitaminem D. U zdravych jedinci je normalni hladina kalcidiolu mezi 25-40 ng/ml (60-
100 nmol/1), ale tyto trovn¢ mohou byt 15x vyssi v ptipad¢ toxicity vitaminu D. Sérové
hladiny bioaktivniho D hormonu (1,25(OH),;D) jsou obvykle normalni i1 v ptipadé
nadmérné davky.

Symptomy D toxicity (nebo hypervitamindzy D) jsou vysledkem hyperkalcémie
(zvySena hladina vapniku v krvi) zplsobené zvySenou absorpci vapniku ve stievé.
Gastrointestinalni symptomy toxicity vitaminu D se mohou vyvinout do anorexie, nuceni
na zvraceni a zvraceni. Tyto pfiznaky jsou cCasto nasledované polyurii (nadmérna

produkce moci), polydipsii (zvySend ziznivost), slabosti, nervozitou, svédénim piipadné
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selhanim ledvin [1]. Jako dalsi pfiznak se muze vyskytnout dehydratace, nékdy i
hyperkalciurie s rizikem urolitiazy [10]. Dalsi signaly choroby ledvin zahrnujici zvySenou
bilkovinu v moc¢i a zvySené odpadni latky v krevnim fecisti.

Toxicita vitaminu D je oSetfena pierusenim jeho suplementace a omezenim piijmu
vapniku. Jedna-li se o akutni toxicitu, mize se hladina krevniho véapniku dale snizovat
kortikosteroidy a difosfore¢nany. V nékterych pifipadech ale mize byt poskozeni ledvin
nevratné.

Ve vysokych davkach vitamin D naopak metabolismus vapniku a fosforu narusuje,
vede k hyperkalcémii a mtize skoncit i smrti. Samotné slunecni zafeni kvuli regulacnim

mechanismiim syntézy nikdy nevede k hypervitaminose [1].
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9 Fyzikalnée-chemické a farmakologické

vliastnosti

9.1 Porucha kalciofosfatového metabolismu

Porucha kalciofosfatového metabolismu se vyskytuje u vSech pacientl se snizenou
funkci ledvin. Jeji klinicky obraz je rGzny — od zcela asymptomatického az po tézké
poskozeni skeletu a dalSich organd. Klasickou formou renalni osteopatie predstavuje
sekundarni hyperparatyreoza, avsak stale se setkdvame s tzv. adynamickou osteopatii, kdy
je sekrece pfistitnych télisek potladena az utlumena. Ob& formy (hyperparatyredza i
hypoparatyredza) jsou predispozici pro mimokostni kalcifikace, vcetné cévnich a
chlopennich a mohou pfispivat k vysoké kardiovaskularni mortalit¢ dialyzovanych
pacientli. Nové se tedy piistup k upravé kalciofosfatového metabolismu nehodnoti jen ve
vztahu k metabolismu skeletu, ale k celému organismu, zejména kardiovaskularnimu
systému. S patogenezi osteopatie je uzce spojen metabolismus vitaminu D.

Jiz pti poklesu ledvinné clearance pod 1 ml/sek. se vyznamné snizuje aktivita la-
hydroxyldzy a klesd sérova koncentrace kalcitriolu (1,25(OH);D). Je to predevsim
dasledkem ubytku vlastniho funkéniho rendlniho parenchymu a inhibi¢niho vlivu fosfati
na tento enzym (retence fosfatii pfi snizené funkci ledvin). Aktivitu la-hydroxylazy dale
snizuje hyperkalcémie, samotny kalcitriol mechanismem negativni zpétné vazby,
metabolicka acid6za a naopak ji zvySuje parathormon (PTH), inzulin, ristovy hormon,
estrogeny, prolaktin, hypofosfatémie a hypokalcémie. Tyto vlivy jsou vSak kvantitativné

méné vyznamné [5].

37



Obr. 8: Martinez 1996, Llach 1998: Vztah koncentraci kalcitriolu a PTH ke stupni snizeni
funkce ledvin [7]
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Ke snizeni hladin kalcitriolu u pacientl s rendlni insuficienci mtze pfispivat také
nedostatek jeho prekurzord.

Nedostatek kalcitriolu stimuluje pfimo i1 neptimo sekreci parathormonu. Abychom
zabranili rozvoji sekundarni hyperparatyredzy, je tieba udrZet nejen normokalcémii a
normofosfatémii, ale i fyziologickou koncentraci kalcitriolu v séru.

Kalcitriol ma v organismu tfadu dalSich ucinki. Jeho deficit negativné ovliviiuje
napiiklad imunitni funkce (spolupodili se na poruSe fagocytézy u dialyzovanych
pacientll), dale pankreas, reprodukcni organy, kosterni a srdec¢ni sval a jiné vcetné
krvetvorby.

Ptesto, Ze je kalcitriol iniciaénim faktorem v patogenezi rendlni osteopatie a
vyznamné ovliviluje stupeil hyperparatyredzy, hladiny kalcia a fosfatu, navic je
potencidlni pfimou soucasti terapie, neni jeho hladina b&zn€ u pacientl s renalnim
postizenim stanovovana a o tom, zda a jak podavat kalcitriol (nebo jiné metabolity

vitaminu D), se orientujeme jen nepiimo (podle koncentraci kalcia, fosfatu a PTH) [5].
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Kalcitriol per os zvySuje fagocytarni a kandidacidni aktivitu polymorfonuklearnich bunék
[4].

Nedostatek nativniho metabolitu vitaminu D stav kalciofosfatového metabolismu pii
poruse ledvin nadale zhorSuje [5].

Vysetteni koncentraci metabolitd vitaminu D (kalcitriolu a kalcidiolu) pfedstavuje u
pacientl se sniZzenou funkci ledvin vyznamny piinos pro vcasnou upravu hladin
parametrii kostniho metabolismu. Tato vysetieni tedy mohou pfispét k prevenci pozdnich

pokrocilych forem renélni osteopatie [7].

9.2 Vitamin D a hormonalni systém

Syntéza vitaminu D v kiizi je u lidi jeho hlavnim zdrojem. Cholekalciferol (vitamin
D3) je forma vitaminu D, ktera vznika z prekurzoru 7-dehydrocholesterolu nachazejiciho
se v kuzi. ProtozZe organismus je schopny produkovat cholesterol, nesplni klasicka kritéria
pro vitamin, tedy latku, kterou organismus potiebuje, ale neumi ji sdm syntetizovat.
Presnéjsi je tedy zafazeni vitaminu D mezi prohormony.

Koncentrace 25(0OH)D v plazmé podhodnocuje celkové mnozstvi vytvoreného
25(0OH)D, nakolik se v rizném mnozstvi ukladd do tkani. Koncentrace v kosternim
svalstvu mlze byt vyssi nez v plazmé. Hlavni tkéni, kde se 25(OH)D uklada je tuk.
Tkéané, ve kterych se 25(OH)D uskladnuje, predstavuji kvantitativné vyznamnéjsi
mechanizmus ochrany pfed toxicitou vitaminu D nez kterdkoli regulace aktivity 25-
hydroxylazy.

Vseobecné se akceptovalo, ze vitamin D za fyziologickych koncentraci neptsobi
pfimo na cilové tkdn¢€, ale musi se ddle metabolizovat. V ledvinach se proto 25(OH)D
hydroxyluje v pozici 1,24 nebo 26 za vzniku 1,25(0OH),D, 24,25(0OH);D nebo
25,26(0OH),D. Neni znamo, kolik 25(OH)D se pfeméni na hydroxylované derivaty, ale
nepiima sledovani ukazuji, Ze je to méné nez 30%. NejvyznamnéjSim metabolitem je
1,25(0OH),D (kalcitriol), ktery se pro svoje u¢inky na metabolizmus mineralti povazuje za
hormon. V ledvinach se neuklada, ale uvoliuje se hned do krevniho fecisté. Mnozstvi
vytvofeného 1,25(OH);D je vysledkem uzké metabolické regulace la-hydroxylazy.
Syntéza se zvySuje pii nizké koncentraci vépniku, fosforu, vlastniho 1,25(OH);D a
vysoké koncentraci PTH. Syntézu 1,25(OH),;D vSak mohou stimulovat i1 jiné hormony

jako napf. prolaktin, estrogeny, inzulin a rGstovy hormon zejména v obdobi ristu,
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gravidity, laktace. Produkce 1,25(OH),D klesa s v€kem, pii nadmérném piivodu fosfatl,
zvySené koncentraci kyseliny mocové, xantinu a teofylinu.

U lidi je koncentrace 1,25(OH),D v plazmé 1000x nizsi nez koncentrace 25(OH)D.
25(0OH)D i 1,25(0H),D cirkuluji v plazmé vazané na ten samy vitamin D vazajici protein
(DBP), vazba 1,25(0OH);D je vsak slabsi. Po uvolnéni z vazby se 1,25(0OH),D vaze
s vysokou afinitou intracelularné na specificky vitamin D receptor (VDR). Komplex
VDR-1,25(0OH),D pfechazi konforma¢ni zménou a tvofi heterodimer s druhym
proteinem, retinoid X receptorem. Tento se vaze na ¢ast DNA cilového genu — vitamin D
responce elements (VDRE). Vazba na VDRE ma za nésledek indukci nebo represi
specifické mRNA a nasledné zvySeni syntézy (up regulace) nebo snizeni syntézy (down
regulace) bilkovin zodpovédnych za biologicky ucinek. 1,25(OH),D stimuluje expresi
genl kodujicich lidsky osteoponin, lidsky osteokalcin a inhibuje expresi genu PTH.

VSeobecné se piredpokladalo, ze nejvyznamnéjsi ucinky 1,25(OH),D jsou
zprostiedkované vazbou na nuklearni receptor. Studie vSak ukazaly, ze 1,25(OH),D
vyvolava ucinky 1 na celuldrni a subcelularni Grovni. Tyto U¢inky jsou vyvolané vazbou
1,25(0OH);D na membranovy vitamin D receptor (mVDR), pii¢emz nedochazi
K transkripci genti ale syntéze proteini. Vazbou na mVDR dochazi k vzestupu
intracelularniho Ca**. Krom& aktivace Ca?* kanald dochazi také k hydrolyze
membranovych lipidd, tvoii se ,,second messengery®, které vyvolavaji dalsi uvolnéni Ca®*
z intracelularnich zasob, pfedevsim z endoplazmatického retikula. Dochazi téz k aktivaci
nekterych membranovych a cytoplazmatickych enzymi, napt. proteinkindzy C. Mimo
1,25(0OH),D se na né€kterych negenomickych ucincich podili také 24,25(OH),D.

Dalsi experimenty ukézaly, Ze je potfebna souhra obou metaboliti stejné jako jejich
dostatecné mnoZstvi, aby se udrZela normalni rychlost novotvorby kosti a dostate¢na
mineralizace. D¢&je probihajici mezi rychlym membranovym uc€inkem piedstavuji
vyznamny aspekt u¢inku 1,25(0OH),D. Podobné membranové ucinky byly pozorované 1 u

jinych steroidnich hormonti [2].
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9.3 Role vimunomodulaci

Hormonalné aktivni forma vitaminu D zprostiedkovava imunologické efekty
vazbou na jaderné (VDR) receptory, které jsou pfitomné ve vétSin€ imunitnich bunék.
VDR je exprimovan monocyty a aktivovanymi makrofagy, dendritickymi bunikami, T a B
lymfocyty a NK builkkami. Ve shod¢ stimto poznatkem mé aktivace VDR silny
antiproliferativni a imunomodula¢ni G¢inek (zvySeni i imunosuprese).

Utinky VDR-ligandii jako hormonu D na T-lymfocytech zahrnuje potladeni
aktivace T bunc¢k a pferuSeni jejich regulacni aktivity stejné jako Uc¢inky na sekreci
cytokinti. Ukdazalo se také, ze VDR ligandy plsobi na zrani, diferenciaci a migraci
dendritickych bun¢k a inhibuji DC-dependentni T bunéénou aktivaci, coZ ma za nésledek
celkovy stav imunosuprese.

VDR-ligandy zvysuji aktivitu NK bunék a zvysuji fagocytarni aktivitu makrofagu.
Aktivni vitamin D (hormon) rovnéz zvySuje produkci cathelicidinu, antimikrobidlniho
peptidu, ktery je produkovan makrofagy po aktivaci bakteriemi, viry ¢i houbami . Deficit
vitaminu D inklinuje k vy$§imu riziku infekce napt. chiipkou, tuberkulézou. Ve studii
z roku 1997 se ukézalo, ze etiopské déti s kiivici byly 13x vice ohrozeny zapalem plic nez
déti bez rachitis.

Tyto imunoregulacni vlastnosti ukazuji, ze ligandy s potencialem aktivace VDR
véetné suplementace kalcitriolem (tak jako fada syntetickych modulatori) mohou mit
terapeutické vyuziti v oSetrovatelstvi; zanétlivé nemoci (revmatoidni artritida, psoriaticka
artritida), koZnich pomérech (psoridaza, radia¢ni keratozy), osteopordze, rakoviné
(prostaty, tlustého stfeva, prsu, myelodysplazie, leukémie, spinoceluldrni karcinomy
hlavy a krku a bazoceluldrni karcinom) a autoimunitnich chorob (systémovy lupus
erythematodes, diabetes I. Typu, sklerosis multiplex) a v prevenci rejekce
transplantovaného organu. Efekt dopliiovani vitaminu D zGstdvd dosud nejasny,
suplementaci nelze doporudit jedincim s benignim lymfogranulomem (sarkoidézou) a
Jinymi nemocemi véetné precitlivélosti na vitamin D.

2006 studie publikovana v Casopise americké lékaiské asociace ohlasila dikaz o
souvislosti mezi deficitem vitaminu D a zacinajici multiplex sklerosis, autofi

predpokladaji, Ze to je kvili vlastnosti vitaminu D potlac¢it imunitni odpoveéd’ [1].

41



9.4 Role v prevenci rakoviny

Hormon D (kalcitriol) byl nalezen u navozeni smrti rakovinnych bunék in vitro a in
Vvivo. Ackoli neni protirakovinna aktivita vitaminu D pIn¢ vysvétlena, zvazuji se efekty
zprostfedkované receptory vitaminu D exprimované rakovinnymi bunkami, to mize
souviset sjeho imunomodula¢ni schopnosti. Protirakovinna aktivita vitaminu D se
pozorovala v laboratofi na vyzvu nékterych navrhii, ze suplementace vitaminem D by
mohla byt prospésna v 1é¢bé nebo prevenci nékterych typii rakoviny.

V roce 2005 zvetejnili védci studii, ktera ukadzala na prospésnou korelaci mezi
pfijmem vitaminu D a prevenci rakoviny. Vysledky z meta-analyzy 63. publikaci
informuji, ze piijem dalSich 1000 Ul (mezinidrodni jednotky odpovidajici 25 pg)
vitaminu D denné redukuje riziko rakoviny tlustého stieva o 50% a riziko rakoviny prsu a
vajecnikd o 30%. Prizkum také ukazal pozitivni u¢inek vysokych hodnot kalcitriolu u
pacientil s pokrocilou rakovinou prostaty. Studie (publikovana v dubnu 2007) zahrnujici
1200 zen podava zpravu, ze suplementace vitaminem D méla za nasledek 60% snizeni
vyskytu rakoviny béhem ctyfletého klinického pokusu.

Vyzkum také navrhl, Ze pacienti s rakovinou, ktefi absolvuji operaci nebo 1écbu
v 1ét¢ -a proto tedy ziskaji vice vitaminu D- maji vEét$i Sanci na pteziti nez ti, ktefi

podstoupi 1é¢bu v zimé&, kdy jsou mén¢ vystaveni slune¢nimu svétlu [1].

9.5 Vitamin D a kardiovaskularni systém

Pacienti s chronickym onemocnénim ledvin (CKD) maji vysoké riziko vzniku
kardiovaskularnich chorob. Deficit vitaminu D je pfitomen dokonce v ranych stadiich
CKD. Vzhledem k nedavnym vyzkumnym studiim se ukazuje asociace terapie vitaminu

D a pfeziti u hemodialyzovanych pacientt.

Nasledujici tii potencidlni mechanismy mohou byt dileZité pro ochranné efekty vitaminu

D proti imrtnosti na kardiovaskularni choroby:

1) vitamin D mutze inhibovat rizné plisobky zanétu (zanét je klicem v patogennim

mechanismu u aterosklerozy);

2) vitamin D mé antiproliferativni efekt na hypertrofovanou buitkku myokardu, ktera

tvoii zéklad patogeneze zplsobujici méstnavé selhani srdce;

3) vitamin D vystupuje jako zaporny endokrinni regulator pro renin-angiotenzinovy

systém, ktery hraje dilezitou nezéavislou roli v hypertenzi.
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Clanek podporuje moznou ochrannou funkci vitaminu D mimo jeho Gginek na
metabolismus minerald. Pfi velmi vysoké hladin¢ vitaminu D totiz mize dochéazet ke
kalcifikaci cév [21]. Nedostatek vitaminu D je spojen s incidenci kardiovaskularni
choroby. Dalsi klinické a experimentalni studie by mohly urcit, zda tGprava deficitu

vitaminu D muze ptispét k jejich prevenci [22].
9.6 Vitamin D a kostni metabolismus

9.6.1 Kalcitriol stimuluje strevni resorpci vapniku a fosfatu

Kalcitriol je jedinym hormonem, ktery je schopen zesilovat translokaci vapniku
proti koncentracnimu spadu, existujicimu napii¢ membranou stfevnich bunék. Jelikoz je
produkce kalcitriolu pfisné regulovéna, je tim dan jemny mechanismus kontroly Ca®*
Vv ECT 1 pfi velkych vykyvech v obsahu vépniku v potravé. Tim se zajiStuje vhodna
koncentrace vapniku a fosfatu v potravé pro deposici — jako hydroxyapatitové krystaly —
na kolagennich fibrilach kosti. Pfi deficitu vitaminu D se novotvorba kosti zpomaluje a je
téz porusSena kostni remodelace. Tyto procesy jsou primarn¢ regulovany u¢inkem PTH na
kostni bunky, je vSak zapotiebi také malych kvant kalcitriolu. Kalcitriol téz zvysuje

ucinek PTH na renalni reabsorpci vapniku [17].

9.6.2 Vitamin D pfri lécbé kostnich onemocnéni

Pti substitu¢ni 1é€bé deficitu vitaminu D je tfeba vychazet ze znalosti patogeneze
poruchy u dané¢ho jedince. Primarni deficit vétSinou dobfe odpovidd na podavani
kalciferolu. Obvykly fyziologicky denni pfijem tohoto prehormonu je 500j. Pii
prokdzaném deficitu vitaminu se substitu¢ni davka pohybuje kolem 1 000 j. (ekvivalentni
davka 25(OH)D; je 15 mg). Predpokladem biologické odpovédi na kalciferol je intaktni
osa paratyreoidea-ledvina, normalni funkce jater a niz8i v€k. Jednoznac¢nou indikaci
substituce je kfivice a osteomalacie, kde se doporucuji davky kolem 5 000 j. kalciferolu
dennég. Tento prehormon vSak miiZe mit pozitivni vliv na pozdé€jsi vyvoj kostni masy i u
déti bez prikazného deficitu vitaminu D. Bylo zjisténo, Ze kostni masa prepubertalnich
divek, jimz byl vraném détstvi podavan cholekalciferol v denni davce 400 j., byla
vyznamné vySsi v porovnani s divkami nesubstituovanymi.

V piipadech poruseného metabolismu nebo pii rezistenci na 1,25(OH);D3, Kk nimz
dochdzi u involucni osteoporozy, lze deficit korigovat pouze velmi vysokymi davkami

kalciferolu (20-50 000 j. denng). Tento postup je vSak vzhledem ke kumulaci vitaminu
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spojen s vysokym rizikem toxicity. Na druhé stran¢ je znamo, Ze substituce kalciferolem
zvySuje hladiny 1,25(0OH),D3 pouze pti velmi nizkych hladinach 25(OH)Dj3. Vitamin D a
zvlasté jeho metabolity mohou pfiznivé ovlivnit i nékteré myopatie, zlepsit toleranci
glukozy a stav imunity.

Lécba aktivnimi metabolity vitaminu D nese v porovnani s kalciferolem podstatné
niz§i riziko hyperkalcémie a hyperkalciurie. Hyperkalcemicky téinek 1,25(OH);D; byl
experimentalné tlumen soucasnym podavanim 24,25(OH);D3. Tato kombinovana l1écba
dostate¢n¢ tlumila hyperparatyredzu, zvysovala proliferaci osteoblasti a mineraliza¢ni

aktivitu 1,25(0H),Djs [11].

Tab. 4: Snizené hodnoty 25(OH)D [11]

Mechanismus deplece Piic¢ina (indikace k méreni 25(OH)D)

Nizka nabidka Dietni karence, nedostatek UV zafeni

Nizka absorpce Malabsorpce, cholestaza

Snizena hydroxylace Chronické hepatocelularni 1éze

Rendlni ztraty Nefroticky syndrom — ztrata komplexu
vitaminu D a vazebného proteinu

Iatrogenni Antikonvulziva
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10 Moznosti stanoveni vitaminu D

Hladina vitaminu D v Krvi Vv jakémkoli Case je zavisla na poslednim piijmu
Vv potrave, stejné jako na kumulativni expozici sluneénimu zareni. Nasledkem toho ma
stanoveni vitaminu D; nebo D3 maly vyznam v hodnoceni postaveni vitaminu D u
jednotlivee. Nicméné, vzorky séra s vitaminem D jsou pouzitelné pro urceni kapacity
lidské kiize, producenta vitaminu D, jako odpovéd’ na slunecni zafeni nebo umélé UV
zateni. Tyto vzorky jsou také vyznamné pro stanoveni biologické dostupnosti vitaminu D
pfijatého usty. Po jednoduché ordlni davce 50 000 UI vitaminu D,, zvysi se znacné
koncentrace vitaminu D, V cirkulaci béhem prvnich 12-24 hodin ze zékladni hladiny 0-
5 ng/ml na 50-100 ng/ml. Tento vitamin D absorpéni test je velmi cenny klinicky nastroj
pro urceni, zda pacient trpici stfevnim malabsorpénim syndromem miize vstiebavat
vitamin D.

Hlavni strategie pro stanoveni koncentrace vitaminu D v séru je purifikace vitaminu
D, a vitaminu D3 ze séra na stupen, ktery dovoli jeho pfimé stanoveni na UV detektoru na
HPLC nebo vyuziti vitamin D-vazajici proteiny. Protoze je vitamin D rozpustny v tucich,
musi byt ze séra extrahovdn organickym rozpoustédlem jako je hexan, ethylether,
methylenchlorid nebo ethylacetat. Detekuje se pfi vinovych délkdch 254 nebo 265 nm,

coz dovoli kvantifikovat obsah vitaminu D; a vitaminu D3 [6].

10.1 Imunochemické techniky

Pro stanoveni metabolitli vitaminu D v biologickych vzorcich je popisovana fada
kompetitivnich imunochemickych radioligandovych metod. Klicovou roli v téchto
postupech sehrava vitamin D vazajici protein z krve nebo specificky receptor tkané. Jsou
pouzivany ov¢i nebo krali¢i protilatky. Tradicni TLC postupy ciSt€ni vzorku pred
analyzou jsou nahrazovany SPE ¢iSténim na kolonkach. Postupy stanoveni 25(OH)D
(kalcidiolu) a 1,25(0OH),D3 (kalcitriolu) v lidskych vzorcich plazmy jsou v soucasnosti
provadény diagnostickymi soupravami na principu kompetitivnich protein-vazajicich
imunostanoveni s nebo bez ptedchoziho SPE ¢isténi. Aplikace imunoanalytického
postupu sméfuje k vyuziti na automatickych imunoanalyzatorech ( v soucasné¢ dobé
dostupny analyt 25(OH)D). Tiebaze jsou trvale diskutovany otazky pfesnosti stanoveni a

moznych interferenci, jsou tyto soupravy klinicky pouzitelné a dostate¢né citlivé [11]. Ke
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komplexnimu posouzeni klinického stavu pacienta se metody radioimunoanalyzy

dopliuji vySetienim Ca, P a alkalické fosfatazy v séru [10].

10.1.1 RIA

< s v . 125
Pouziva se znaceni 1

, coz je vy-zaric¢, tedy =zdroj tvrdého =zafeni. Pii
radioimunoanalyze se znaCi antigen, ktery se pfiddvda do reakce a soutézi se
stanovovanym antigenem o omezeny pocet mist na protilatce. Pro méfeni y-zafeni se
pouzivaji vicekanalové y-méfice, schopné analyzovat soucasné vice vzorki. Radioaktivita

se mefi jako pocet impulstl za minutu. Detektor je umistén v olovéném stinitku [10].

Princip metodiky

DiaSorin 25(OH)D stanoveni je zalozeno na dvoukrokové metodé€. Prvni krok se
sklada z rychlé extrakce 25(OH)D a dalSich hydroxylovanych metaboliti ze séra nebo
plasmy acetonitrilem. Nasledujici extrakce, je poté provedena za pouziti rovnovazného
RIA postupu. RIA metoda je zaloZena na protilatce se specifitou k 25(OH)D. Vzorek,
protilatka a tracer (znackovac) jsou inkubovany 90 minut pii 20-25°C. Separace fazi je
dosazena po 20 minutach inkubace v 20-25°C s druhym precipitaénim komplexem.
NSB/piidatny pufr je pfidan po této inkubaci ptfed centrifugaci k podpoie redukce
nespecifické vazby. Citlivost je < 1,5 pg/ml.

Referen¢ni rozmezi

Je dulezité, aby si kazdé laboratof stanovila vlastni referencni rozmezi normalnich
hodnot. Faktory jako UV zafeni, sezona, rasa a vliv vyZivy jsou znamé faktory ovlivitujici
hladinu 25(OH)D v lidském organismu. Pokles hladiny vitaminu D s vékem byl
prezentovan v literatufe, 1 kdyZ vyzkum spojeny s témito vySetfenimi byl provazen
z velké vétSiny v zemich severni Evropy, kde je méné slune¢niho zafeni a méné bohaté
stravy. Tento fakt spolu s vysoce variabilnimi rozdily ve zdravotnich kritériich a statutu
1éCby ztézuje moznost generalizovat pouhy efekt véku na hladinu D vitaminu.

Bylo zjisténo, Ze antikonvulsiva zplsobuji pokles hladiny 25(OH)D pii
dlouhodobém pouziti z davodu pouziti latek s obsahem p-aminobenzoové kyseliny.

Pediatrické rozmezi hodnot nebylo pfi pouziti kitu DiaSorin stanoveno [8].
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10.2 Enzymové metody

Enzymové metody se uplatituji hlavné pii stanoveni aktudlniho stavu saturace
organismu vitaminy, tyto postupy vyuzivaji funkce koenzymii. Aktivita vitamin-
dependentniho enzymu je interpretovana jako stav vitaminu v organismu. Obvykle se
stanovuje aktivita enzymu s a bez aktivace piidavkem koenzymu. Aktivita je sledovana
méfenim zmén koncentrace substrattl nebo produkti reakci. Rada t&chto metod se provadi
Z plné krve nebo v erytrocytech, mohou byt aplikovany na automatickych analyzatorech.
Nevyhodou je komplikovand standardizace, nestabilita enzymt b&hem skladovéani a

interferenci [11].

10.3 Chemické metody

Piimé UV-VIS spektrofotometrické stanoveni vitaminu D je limitovano koncentraci
a Cistotou vzorku, ktery nesmi obsahovat dal$i vitaminy rozpustné v tucich. V jedné ze
starSich fotometrickych metod je hodnocena absorbance (500 nm) barevného produktu
reakce mezi vitaminem D a chloridem antimonitym. Pfi této reakci interferuje predevsim
pritomnost vitaminu A. Alternativni fotometrické postupy vyuzivaly trifluoroctovou nebo
trichloroctovou kyselinu jako dehydrata¢ni ¢inidlo.

Fotometrické a fluorimetrické (barevné reakce s chloridem antimonitym nebo

s trifluoroctovou kyselinou) nejsou dostatecné citlivé a specifické [11].
10.4 Chromatografické metody

10.4.1 TLC

TLC nebo jeji vysokoucinna varianta HPTLC, mohou byt pouZity jako levnéjsi
alternativa kapalinové chromatografie zejména pro fazi ¢isténi a predseparaci extraktl
vzorkl pred dal$i chromatografickou nebo ligandovou analyzou metabolitli vitaminu D
Vv biologickych materidlech. Pouziti TLC pro piipravu vzorkl je postupné nahrazovéno

LC s pouzitim SPE kolonek [11].
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10.4.2 GC

Stanoveni vitaminu D a jeho metabolitl je provazeno fadou nepiijemnych fenoménii
(adsorpce kolonou, dehydratace 25-hydroxy derivatd, tepelna degradace apod.),
preventivnim feSenim byva derivatizace vyuzivajici acylchloridy nebo acylanhydridy.

Uspé$né je zejména spojeni GC s hmotnostni detekei [11].

10.4.3 LC, HPLC

Separace metaboliti vitaminu D podle poctu a pozic hydroxylovych skupin
v molekule je provadéna kapalinovou chromatografii na normalnich nebo polarné
vazanych fazich (nitro-, kyano-) obvykle s bindrnimi mobilnimi fazemi smési hexanu a 2-
propanolu, v dokonalejSich aplikacich se objevuji ternarni systémy mobilnich fazi
s dichlormethanem jako tfeti slozkou. Reverzni stacionarni faze s mobilnimi fazemi
obsahujicimi vodu-methanol nebo vodu-acetonitril jsou pro separaci obou vitaminu a
dihydroxylovanych metaboliti. Detekce je obvykle UV v oblasti absorpéniho maxima
265 nm. Nekteré metabolity v plazmé jsou v posledni dobé uspésné kvantifikovany

prosttednictvim LC-termospray MS.
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Tab. 5: Priklady separac¢nich podminek pro stanoveni vitaminu [11]

Analyt — vitamin D |Metoda, |P¥iprava vzorku, kolona, MF | Detekce
material
D,, D3, 25(OH)D,, |GC Deproteinace acetonitrilem, MS
25(0OH)Ds Plasma SPE: Cyg silica; 2% OV-1; He
1,25(0H),D3 GC Deproteinace chloroform- MS
Plazma metanol, Sephadex LH-20;
1,5% SE-30; He
25(0OH)Dy, LC Deproteinace ACN, SPE: Cig  |UV 254 nm
25(0OH)D3 Sérum silica; Zorbax Sil, 10 um;
hexan-2-propanol (98:2)
Dy, D3 LC Deproteinace metanolem, UV 264 nm
Sérum extrakce hexanem; ultrasil
ODS, 10 um; metanol
25(0OH)Ds RIA Deproteinace acetonitrilem; Kompetitivni reakce
Plazma Nucleosil-10-NO,, 10 um;
gradient hexan: hexan-2-
propanol-voda (28:12:0,42)
1,25(0OH),D3 RIA Extrakce benzenem; RSIL- Kompetitivni reakce
Plazma silica, 5 um; hexan-2-propanol |nebo RIA
(9:1)
25(0OH)D3, RIA Deproteinace metanol-HCl, Kompetitivni reakce
1,25(0H),D3, Plazma SPE Cyg
24,25(0H),Ds
1,25(0H),D3 RIA Saponifikace, extrakce Kompetitivni reakce
Sérum dichlormetanem
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11 Kilinické vyuziti analyzy vitaminu D a
jeho metabolitt

Ackoli je velmi obtizné méfit vitamin D, a vitamin D3 vV obéhu, pfimé méteni téchto
vitamini ma velky vyznam pro klinicky vyzkum, zvlasté tykajici se role slune¢niho svétla
a umélého osvétleni v produkei vitaminu D3 kizi. Méfeni vitaminu D v cirkulaci ma maly
vyznam pro urceni celkového stavu vitaminu D u jednotlivce. Diivodem toho je, ze
jednou pfijaty nebo kuzi vyprodukovany vitamin D je bud’ rychle ulozen v tukové tkani
nebo se metabolizuje na 25(OH)D. Nasledkem toho koncentrace vitaminu D v cirkulaci u
zdravého jedince muize znamenat nedetekovatelnou hladinu dosahujici 100 ng/ml.
Stanoveni vitaminu D bylo také hodnoceno pro uréeni dostupnosti, zvlasté u pacientd se
stfevnim malapsorpénim syndromem [6].

U vétsiny savci, veetné clovéka, zvySuje u¢innéji hladinu vitaminu D v cirkulaci D3
nez D,. OvSem u nékterych druht, jako jsou napf. krysy je u¢innéjsi formou D,. Oba
vitaminy D; 1 D3 se pouzivaji k suplementaci potravy a k farmaceutickym Gc¢elim vcetné
kalcitriolu (1,25(OH),D), doxerkalciferolu a kalcipotrienu [1].

11.1 25(0OH)D

Schopnost zmétit 25(OH)D nabidla poprvé klinikiim moznost ur€it stav vitaminu D
u jejich pacientti. Méfeny 25(OH)D je soucet dietniho pfijmu vitaminu D a vystaveni
slune¢nimu svétlu. Ma také vyhodu dlouhého polo€asu v obéhu, pfiblizné 2 az 3 tydny.
Analyza 25(OH)D je dilezitd ve vyhodnoceni nedostatku resp. dostatecného mnoZzstvi
vitaminu D jak ukazuje tabulka 6. Normalni koncentrace 25(OH)D v krevnim obé¢hu se
mize lisit podle laboratofe, kde je méfen, ale obvykle 10-55ng/ml. Intoxikace
vitaminem D jsou pozorované nad trovni 125-150 ng/ml [6].

Sledovani obsahu 25(OH)D je dilezité¢ predevSim pii planovani 1écby pacientl
S nemocemi spojenymi s riznymi poruchami metabolismu vapniku, které jsou spojené
s kfivici, neonatdlni hypokalcémii, t€hotenstvim, nutricni a renalni osteodystrofii,

hypoparathyroidismem a postmenopausalni osteopordzou [8].
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Tab. 6: Sérova koncentrace 25(OH)D pfi nemocech spojenych s hladinou Ca, P a kostnim

metabolismem [6]

Patologicky stav Koncentrace 25(OH)D v séru
Deficience vitaminu D SniZena
Stfevni malabsorpéni syndrom Snizena

Onemocnéni jater (chronické nebo akutni) | Snizena

Ledvinovy syndrom Snizena
Osteopenie ve stari V norm¢ nebo snizena
Intoxikace vitaminem D Zvysena

Sérum obsahujici 25(OH)D je suma sérové koncentrace 25(OH)D; a 25(OH)Ds.
Plvodné se myslelo, Ze méfeni 25(OH)Ds; je cenny marker pro slune¢nim svétlem
zprostiedkovanou syntézu vitaminu D3 a ze méteny 25(OH)D; byl ziskévan z jidla nebo
suplementaci. Nicméné, jelikoz mléko je obohaceno bud’ vitaminem D, nebo Ds, neni
mozné rozliSit pfinos z t€chto zdroji u lidi, kteti ziji v zemich, které obohacuji jejich

mléko nebo jiné potraviny vitaminem D3 [6].

11.2 1,25(0OH),D

1,25(0OH);D je povazovan za biologicky aktivni formu vitaminu D, ktera je
odpovédna za regulaci metabolismu véapniku a spravnou funkci kosti. Proto je tedy
specifickd zkouska na stanoveni koncentrace 1,25(OH),D v obéhu velice zadouci.
Nicméné, bylo nékolik technickych obtizi v ptipravné fazi vyvoje metody. Hlavni uskali
bylo to, ze koncentrace 1,25(OH);D v krvi je pfiblizn€ 1000 krat nizsi (fyziologické
rozmezi 15-65 pg/ml) nez koncentrace 25(OH)D (fyziologické rozmezi 10-55 ng/ml).
Proto je pfed vyvojem analyzy 1,25(OH);D nutné, najit bud’ n&jakou protilatku nebo
vazajici protein, které by mély vysokou specifitu pro 1,25(OH),D, a 1,25(OH);Ds.
Mimoto, lipidova extrakce nasledovand diikladnou chromatografickou separaci byla
nezbytna k oddéleni okamzitého (minutového) mnozstvi 1,25(0OH), z dalSich metabolitt
vitaminu D, které by mohly potencialn¢ interferovat.

Stanoveni 1,25(OH);,D bylo vyvinuto s vyuzitim jaderného receptoru pro
1,25(0OH),D znamého jako ,,receptor vitaminu D (VDR)®. Protilatky proti 1,25(OH),Ds,
ale nedokazaly pfili§ rozlisit mezi 1,25(OH),D3; a 1,25(0OH);D,. Nyni se pouziva
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radioimunoanalyza pro stanoveni 1,25(OH);D pouzivajici 123 znaceny analog
1,25(0OH),Ds.

Prvni analyzy 1,25(OH),;D vyzadovaly 2 az 3 ml séra pro extrakci organickym
rozpoustédlem a vzorky byly Ccistény lipidovou extrakci na pfipravném
chromatografickém systému, ktery pouzival bud’ reverzni nebo piimou fazi silica nebo
Sephadex LH-20. Frakce 1,25(0OH);D byla métena na piimé fazi HPLC. Nakonec
1,25(0H),D frakce podléha kompetitivni protein vazajici analyze pouzivajici VDR.

Vysoce uinna a casov€é uspornd piipravnd chromatografie dokéze rozdélit
1,25(0OH);D z 1 ml séra lipidovou extrakci a vyuziva rovnou VDR kompetitivni protein
vazajici vzorek.

Analyza 1,25(OH)D je vyhodna v diferencialni diagnostice hyperkalcémie spojenou
s rakovinou a chronickym granulomatéznim onemocnénim jako je napi. sarkoiddza
(benigni lymfogranulom). Normalni koncentrace v krevnim obéhu (podle méfici
laboratote) je obvykle v rozsahu 15-65 pg/ml. Pfi intoxikaci vitaminem D je hladina

1,25(0OH),D nizka, normalni nebo zvysena [6].

Tab.7: Sérové koncentrace 1,25(OH),D v souvislosti s kostnim metabolismem [6]

Patologicky stav Koncentrace 1,25(0OH);D v séru

Deficience vitaminu D SniZend (u nékterych pacientli
s osteomalacii miize byt v normé i
zvysena)

Selhéni ledvin

GF > (30 ml/min)/1,7m? Snizena nebo v normé

GF < (30 ml/min)/1,7m? SniZena

Hypoparathyroidismus Snizena nebo v normé

Pseudohypoparathyroidismus Snizena nebo v normé

Na vitaminu D zévisla kiivice

Typu | SniZena

Typu Il Zvysena

Kfivice na vitaminu D nezavisla Snizena nebo v normé

Tumorem indukované osteomalacie SniZzena

Onkogenni hyperkalcemie SniZzena

Nékteré lymfomy Zvysena
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Hyperparathyroidismus, Zvysena
Williamsav syndrom Zvysena
Sarkoidoza, tuberkuléza, silikoza Zvysena
Idiopatickd hyperkalciurie V normé¢ nebo zvySena
Intoxikace vitaminem D V normé¢ nebo zvysena

11.3 Ostatni metabolity

Rizné dalsi metabolity vitaminu D jsou stanovovany pro ucely klinického
vyzkumu, ale nepouzivaji se bé&zn¢ pro klinické hodnoceni nemoci souvisejici s
vapnikovym a kostnim metabolismem. Tato analyza zahrnuje 24,25(OH)2D,
25,26(0H),D a 25(0H)Ds3-23,26-lakton. Uroveii téchto metabolitd v krvi jsou imérné
sérové koncentraci 25(OH)D [6].
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12 Instrumentalni cast

12.1 Pristrojové vybaveni

HPLC systém 2D-HPLC SHIMADZU LC-20A Prominence (Kyoto, Japonsko)

LC-20AB HPLC pumpa

Rack changer (pracovni teplota 4-40°C)

CTO-20AC termostat kolon

SPD-M20A diode array detector

DGU-20A3 trojkanalovy on-line degaser

Spektrofluorimetricky detektor RF-10AxI

Autosampler SIL-20AC

CBM-20A systém controller neboli komunikacni jednotka

monolitni kolona Chromolith Performance RP-18¢, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt,

Neémecko)

software (s operacni paméti) LC Solution multi with PDA control
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HPLC systém PERKIN ELMER (Norwalk, USA)

diode array detektor LC 235C

LC Column oven 101 thermostat

LC 200 pump

LC 200 autosampler

monolitni kolona Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt,

Némecko)

software Turbochrom verze 4.1 PERKIN ELMER

12.2 Chemikalie

Methanol, gradient HPLC grade (SCHARLAU CHEMIE S.A., Sentmenat, Spanélsko)
Acetonitril, gradient HPLC grade (SCHARLAU CHEMIE S.A., Sentmenat, Spanélsko)
2-propanol, gradient HPLC grade, SCHARLAU CHEMIE a.s. (Sentmenat, Spanélsko)

Destilovana voda, ultrafiltrace (Goro s.r.0., Praha, Ceska republika)

12.3 Standardy

1,25(0OH);D3 — CALBIOCHEM, distributor Merck s.r.o (Ri¢any, Ceska republika)
25(0OH)Ds — CALBIOCHEM, distributor Merck s.r.o (Ri¢any, Ceska republika)
D, - FLUKA, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)

D3 - FLUKA, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)

Tokol - MATREYA (Pleasant Gap, USA)
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12.4 Priprava zasobnich a pracovnich roztoku

Priprava zasobnich roztoku standardii:
Zasobni roztok 25-hydroxycholekalciferolu ¢ = 49,92.10° mol/l byl pfipraven
analytickym rozpusténim 1 mg 25-hydroxycholekalciferolu v methanolu a doplnén do 50

ml.

Zasobni roztok cholekalciferolu (D3) ¢ = 2000 umol/l byl pfipraven navazenim 38,46 mg

cholekalciferolu, rozpustén v methanolu a doplnén do 50 ml.

Zasobni roztok 1,25-dihydroxycholekalciferolu (1,25(0OH);D3) ¢ = 4,799 umol/l byl
pfipraven rozpusténim 0,05 mg 1,25-dihydroxycholekalciferolu v methanolu a doplnén do
25 ml.

Zasobni roztok ergokalciferolu (Dz) ¢ = 2000 pmol/l byl pfipraven rozpusténim 1 mg

ergokalciferolu v methanolu a doplnén do 50 ml.

Zasobni roztok tokolu (vnitini standard — IS) ¢ = 1000 pmol/l byl pfipraven rozpusténim

19,432 mg tokolu v hexanu a doplnén do 50 ml.

Priprava pracovnich roztoki:

Pracovni roztoky byly pfipraveny nafedénim roztokli zasobnich methanolem a to na
koncentrace:

1,25(0OH),;D3 ¢ =95,98 nmol/l (25ml), ¢ = 47,99 nmol/l (25ml)

25(0H)D; ¢ =24,955 nmol/l (10ml), ¢ = 100 nmol/l (25ml), ¢ =50 nmol/l (25ml)

D, ¢ =50 a 25 pmol/l (50 a 10ml), ¢ = 100 a 50 nmol/I (50 a 25ml)
D3 €c=50a25 umol/l (50 a 10ml), ¢ = 100 a 50 nmol/I (50 a 25 nmol/l)
Tokol ¢ =25 umol/l

Nejcastéji pouzivand smes byla pfipravena smichanim 1,25(OH);D3 0 ¢ = 4,799 umol/l,
25(0OH)D3 0 ¢ =49,98 umol/l, D, 0 ¢ =50 pmol/l, D3 0 ¢ = 50 umol/l a tokolu
0 ¢ =50 umol/l v poméru 1:1:1:1:1.
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12.5 Vyvoj metody a optimalizace

chromatografickych podminek

Separace latek v HPLC systému muze byt ovlivnéna mnoha ¢initeli, o to je t¢zsi
optimalizovat podminky pro novou metodu. Pfi hledani vhodnych podminek pro vyvoj
metody na stanoveni vitaminu D a jeho metaboliti jsme vyzkouseli rizné slozeni mobilni
faze v riznych pomérech slozek (MeOH, MeOH:H,0, MeOH:ACN, MeOH:ACN:H,0,
MeOH:ACN: 2-propanol, MeOH:ACN:THF), rtizné pritoky mobilni faze (0,7; 1; 1,5 a
2 ml/min), nastfik vzorku do systému (20, 25 a 50 pul), teplotu kolony (15, 20 a 25°C) i
vliv riznych typti monolitnich kolon (primér, délka).

Pro detekci vitaminu D a jeho metabolitl je nejcastéji vyuzivana UV detekce pfi
vlnovych délkach 265 nm a 254 nm. Pii vyvoji HPLC metodiky se ukazala vyhodné&jsi
detekce pii vinové délce 265 nm.

Jako stacionarni faze byla pouZzita monolitni kolona Chromolith Performance RP-
18e, 100 x 4,6 mm s naplni tvofenou silikagelovou monolitni staciondrni fazi vzhledem
K tomu, ze vyvijena metoda bude slouzit pro klinické hodnoceni a méla by splnit
pozadavek rychlé a jednoduché analyzy z diivodu velkého mnozstvi biologickych vzorki.

Dulezitym krokem pifi vyvoji metody byla volba vhodné mobilni faze a
optimalizace jejiho pratoku. Pfi hledani optimalniho slozeni mobilni faze bylo vyuzito

poznatku z literatury viz. tabulka 8.
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Tab. 8: Stru¢ny piehled metod uvadénych v literatute [12, 13, 14, 15, 16]

Rok | Autofi Mobilni faze Kolona Poznamky
2004 | Mata-Granados at | ACN:H,0:MeOH | Piedkolona: Slozity gradient
al. MeOH:isopropanol |ultrazasadita C18 15 x |se zménou

4,6 mm, Castice 5 um, |poméru MF a
Scharlau Science; zménou pritoku
Kolona: Ultrazasaditd | béhem analyzy,
C18, 250 x 4,6 mm, analyza trva 35
Castice 5 um, Scharlau | minut
Science, Barcelona,
Spanélsko
2005 | Granado-Lorencio | ACN:MeOH Spheri-5-ODS, Applied | Pouze zména
at al. (85:15), Biosystems, San Jose, |MF béhem
ACN:CH;3CIl:MeOH | Kalifornie (USA) analyzy, ale pik
(70:20:10) 25(0OH)D3 se
ztraci
2004 | Brunetto at al. ACN:fosfatovy pufr | Extrakéni Gradientova
(20:80), a poté predkolona:BioTrap eluce, filtrace
MeOH:ACN:THF | 500 C18, 20 x 4 mm MF, column
(65:20:15) i.d., Chromtech Ltd., switching HPLC
Velka Britanie systém
Kolona: C18 250 x 4,6
mm i.d., 5 pm, Jones
Chromatography
1995 | Benmoussa ACN:H,0 (95:5) LiChrospher 100 RP- | Vliv teploty na
18, 5 um (Merck transformaci
50734) 125x 4mm I.D. |metaboliti D3
1999 | Ortiz-Boyer at al. | ACN:fosfatovy pufr | Sklenéna minikolona Post-column
(20:80), 50 x 0,5 mm, Omnifit, |derivatizace,

isopropanol:MeOH

(10:90)

analyticka kolona:
ultrabasicka C18 25 x
4,6 mm; 5 um, Scharlau

Science

kvalita zaznamu
neodpovida
slozitosti

analyzy
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12.6 Vysledky a diskuze

Ve vétsiné praci v odborné literatufe byly pro stanoveni vitaminu D a jeho
metabolith pouzity jako mobilni faze rtizné smési organickych rozpoustédel. Ve vétsing
téchto smési prevazoval methanol. Proto jsme ho zvolili pro vyvoj metody jako prvni,
stejné€ tak jsme methanol pouzili pro roztoky standardi, jelikoz byl i soucasti mobilni faze

a Vv literatute byl téz uvadén.

2D-HPLC SHIMADZU LC-20A Prominence

Analyza hydroxyderivatl vitaminu D, pozdé&ji i vitamini D2 a D3:

1) ME MeOH

- pratok: 1,5 ml/min

- nastiik: 20 pl

— 1,25(0OH)D3 retenc¢ni ¢as v mrtvém objemu

- snizeni prutoku prodlouzilo reten¢ni ¢as hydroxyderivatu i mrtvého objemu

Ptidani vody zvysi polaritu a na zdznamu posune piky z mrtvého objemu —

2) ME MeOH : H,O

- prutok: 1,5 ml/min

- velky nartst tlaku, nekvalitni zaznam baseline
- pratok: 1,5 ml/min

- op¢ct nekvalitni zdznam baseline

V literatufe vyuzivan Casto acetonitril, proto dalsi volbou mobilni faze —

3) ME MeOH : ACN

- prutok 1,5 ml/min
- 25(OH)D3 t; = 1,46 min
- 1,25(0OH)D3 t; = 1,26 min (v mrtvém objemu)
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- pratok 1,5 ml/min
- 25(OH)D3 t, = 1,49 min
- 1,25(0OH)D3 t; = 1,25 min (v mrtvém objemu)

- pratok 1,5 ml/min

- 25(OH)D3 t, = 1,55 min

- 1,25(OH)D3 t, = 1,28 min
-D2 t,=3,5 min
-D3t,=3,74 min

- prutok 1,5 ml/min

- 25(OH)D3 t;, = 1,64 min

-1,25(0OH)D3 t, = 1,31 min

- 1,25(0OH)D3 méreno s vétsi Stérbinou detektoru — odezva stejna jako pti mensi
Stérbing (vEtsi Stérbina nezvysi citlivost)

- D2 t,= 3,79 min

- D3 t, = 4,05 min

- pratok 1,5 ml/min
- D2 t,= 4,15 min

-D3t,=4,42 min

- pratok 1,5 ml/min

- pratok 1,3 ml/min

Souhrn vysledkii s mobilni fazi MeOH : ACN [Tab. 6]

- — nekvalitni zaznam baseline

— pouzitelna baseline

- — D7 a D3 maji lépe rozdélené piky

snizeni prutoku D2 a D3 nerozd¢li
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Tab. 9: Shrnuti méfeni s mobilni fazi methanol : acetonitril

MF [9] retencni ¢asy [min] RozliSeni pika D2/D3
1,25(0H)D3 | 25(0OH)D3 | D2 | D3 Rij
MeOH | ACN
50 50 1,26 1,46 - - -
40 60 1,25 1,49 - - -
30 70 1,28 1,55 3,5 | 3,74 -
20 80 1,31 1,64 3,79 4,05 -
15 85 1,33 1,66 3,92| 4,2 0,79
13 87 - - 3,98 4,26 <0,79
12 88 - - 4,03| 4,31 <0,79
10 90 - - 4,15| 4,42 -

Rozliseni chromatografickych piki bylo vypocitano pomoci vzorce:

Rij = 2*(tri — tri)/(W; + W;)

tr = retencni Cas latek (min)

W = §itka piku na zakladné (min)

Pozadavek R;; > 1,5.

HPLC sestava PERKIN ELMER

4) MF MeOH : ACN : 2-propanol

[chrom. 1]

- D2+D3 — piky rozdéleny Iépe nez jen s MeOH

- hydroxyderivaty — mimo mrtvy objem

- D2+D3 — piky rozdé€leny hife, rozmyté

- hydroxyderivaty — rozmyté
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Chromatogram 1: 1,25(0OH);D3 ¢ = 1,2 umol/l, 25(OH)D3 ¢ = 12,5 umol/l, D, ¢ = 12,5
umol/l, D3 ¢ = 12,5 umol/l v mobilni fazi MeOH : ACN : 2-propanol (10 : 85 : 5)

mAU

250

1,25(0H),D3

l

25(0H)D3

[oYa o Tl A LKJ

o

D2 D3

IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|III
1.0 2.0 z2.0 4.0 5.0 &.0 F.0 2.0

Q.0 min

Tab. 10: Shrnuti vysledki s mobilni fazi methanol : acetonitril : 2-propanol

Retenc¢ni ¢asy [min]

rozliSeni piki D2/D3

MF [%]
1,25(0H)D3]|25(0H)D3| D2 | D3 R
MeOH | ACN | 2-propanol
10 85 ) 1,26 1,58 3,583,84 0,64
10 80 10 1,23 1,48 3,09 3,29 < 0,64
5 85 10 1,22 1,48 3,15(3,36 < 0,64

5) MF MeOH : ACN : H,O

- piky nedostatecné rozdéleny
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0.-2.min vlnova délka 265 nm, 2.-3,5. min 295 nm, dale 265 nm
- nastiik 20 pl,
- prutok 1,5 ml/min

- D, a D3 piky rozdéleny nejlépe [chrom. 2]

Chromatogram 2: 1,25(0OH),D3 ¢ = 0,96 umol/l, 25(0OH)D3 ¢ = 9,98 umol/l,
D, ¢ = 10 umol/l, D3 ¢ = 10 umol/l v mobilni fazi MeOH : ACN : H,0 (12,5 :85: 2,5),
prutok 1,5 ml/min

maAll

4

tokol (IS}

M2

31

=

30

@

306

el

Iy

1.25(0H},03

a0z

an

=

298

T T ‘ T T T | T T | T T T T | T T T | T T T T | T T T | T T | T T T T | T T T | T T T
05 1,0 1.5 20 25 3,0 25 4,0 15 5,0 min

Tab. 11: Shrnuti vysledkd s mobilni fazi methanol : acetonitril : voda

Reten¢ni ¢asy [min] rozliSeni piki D2/D3
MF [%0]
1,25(0OH)D3|25(0OH)D3| D2 | D3 Rjj
MeOH | ACN | H,0O
125 | 85 | 25 1,28 1,68 4,72 5,07 0,71
12 87 1 1,28 1,66 4,191 4,48 <0,71

Rozdé€leni standardt vitaminu D a standardd jeho metabolitd v mobilni fazi methanol :
acetonitril : voda (12,5 : 85 : 2,5) byly znovu ovéteny na HPLC systému LC-20A

Prominence.
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2D-HPLC SHIMADZU L C-20A Prominence

- standardy 1,25(OH),D3 ¢ = 1,2 umol/l, 25(OH)D3 ¢ = 12,5 umol/l, D2

¢ =12,5 umol/l,

D3 ¢ = 12,5 umol/l, nasttik 20 pl, pratok 1,5 ml/min [chrom. 3]

- 25(0OH)D3 ¢ = 50 nmol/l; nastiik 50 ul [chrom. 5]

- 1,25(OH)D3 ¢ = 95,98 nmol/l; nastiik 50 pl

- 0.-2,5. min pritok 1,5 ml/min, od 2,5 minuty prutok zvy$en na 2 ml/min —

t, D2/D3 zkracen [chrom. 4]

Zasobni roztoky standardi D2 a D3 rozfedény na koncentraci 50 nmol/l v MF
MeOH : ACN : H,0 (12,5 : 85 : 2,5) — horsi odezva MF — 1,25(OH)D3 pod mezi
detekce

- 0.-2,5. min pritok 1,5 ml/min

- od 2,5 minuty priitok zvySen na 2 ml/min

- od 2 minuty prutok zvySen na 2 ml/min — t, D2 a D3 posunut

K hydroxyderivatim

Tab. 12: Souhrn analyz s mobilni fazi methanol : acetonitril : voda

MF [%0] reten¢ni ¢asy [min]

MeOH | ACN | voda |1,25(0OH)D3 |25(0OH)D3| D2 | D3
125 | 85 | 25 1,34 1,78 5,13| 5,51
333 | 60 | 6,7 1,29 1,7 - -

25 70 5 1,24 1,63 - -
166 | 80 | 34 1,21 1,57 - -
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Chromatogram 3: MF MeOH : ACN : H,0 (12,5 : 85 : 2,5), nastiik 20 pl, pratok 1,5
ml/min, STD 1,25(0OH),D3 ¢ = 1,2 umol/l, 25(OH)D3 ¢ = 12,5 umol/l, D2 ¢ = 12,5
umol/l, D3 ¢ = 12,5 umol/l

Al

55
50—5
45—5
40—5
35—5
30—3
25—3
20—3
1 5—

10

J2ESnm 4nm (1 .007

1.25(0H),D3
N

LM

25(0H)D3

D2 p3

R

“oo 0 Tao 0 4o 7 Tso 0 Teo min
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Chromatogram 4: MF MeOH : ACN : H,0O (12,5 : 85 : 2,5), nasttik 20 pl, pratok 1,5

ml/min, od 2,5 min zvySen na 2 ml/min, STD 1,25(0OH),D3 ¢ = 1,2 umol/l, 25(OH)D3
c=12,5 umol/l, D2 ¢ = 12,5 umol/l, D3 ¢ = 12,5 umol/l

mal

55
sn—f
45—3
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Chromatogram 5: MF MeOH : ACN : H,0O (12,5 : 85 : 2,5), nasttik 50 pl, pratok 1,5
ml/min, 25(OH)D3 ¢ = 50 nmol/l (fyziologicka koncentrace v lidském séru)

maL
H2ESnmdnm (1.007)

1 25(0HID3
EI—: .{\M“&_*_—-h—_-.“—

oo 10 2o 3o 40  s0 B0 min

6) ME MeOH : ACN : THF

- podobny zaznam jako MeOH : ACN : H,0,
-D2 aD3 celkem dobré rozliseni [chrom. 6]

- oa-Tokoferol (295 nm) t,= 4,18 (>t; D3)
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Chromatogram 6: MF MeOH : ACN : THF (9:90: 1), 1,25(0OH),D3 ¢ = 0,96 umol/l,

25(0H)D3 ¢ = 10 pmol/l, D2 ¢ = 10 pmol/l, D3 ¢ = 10 umol/l, tokol ¢ = 10 umol/l

maL
:255nm,4nm [1.007

25(0H)D3

104

1,25(0H)D3 D2 |

oo 4im 2o 3@ 40 s@  EBD 70 min

mal
{295nm dnm (1007

2_: tokol (IS)

oo 10 2@ am 40 s0 B@ 70 min

Tab. 13: Shrnuti méfeni s mobilni fazi methanol : acetonitril : tetrahydrofuran

ME [%] reten¢ni ¢asy [min] rozliSeni piki D2/D3
1,25(OH)D3|25(0OH)D3| D2 | D3 Rjj

MeOH | ACN | THF

9 90 1 1,3 1,69 3,93| 4,2 0,92

18 80 2 1,27 1,55 3,44 | 3,67 < 0,92

135 | 8 | 15 1,29 1,62 3,65|3,91 < 0,92
1425 | 85 | 0,75 1,29 1,62 3,71\ 3,97 < 0,92

19 80 1 1,29 1,59 3,6 13,83 < 0,92

285 | 70 | 15 1,25 15 3,27 3,46 < 0,92
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7) ME MeOH : ACN : H,0

- 1,25(OH)D3 nema stejné spektrum jako ostatni derivaty (spektrum
ziejme ovlivnéno odezvou MF)
- piky D2 a D3 témé&f rozd¢leny, ale na ukor reten¢niho casu (piili§ dlouha

doba analyzy)
- hydroxyderivaty posunuty mimo odezvu mobilni faze
- gradient (od 3,5 min zrychlen pritok na 2 ml/min, zména MF na

20:70:10)

Tab. 14: Shrnuti méfeni s mobilni fazi methanol : acetonitril : voda

ME [%] reten¢ni ¢asy [min]
1,25(0OH)D3|25(0OH)D3| D2 D3
MeOH | ACN H,0
12,5 85 2,5 1,33 1,78 5,13 55
10 85 5 ? 1,88 6,57 7,14
13,3 80 6,7 157? 2,02 8,6 9,21
20 70 10 1,52 2,35
26,7 60 13,3 1,76 2,61 - -
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12.7 Opakovatelnost

Smés standardi
1,25(0H);D3 ¢ =4,799 umol/l (ptivodni konc.) — ¢ = 0,96 umol/I (ve
smesi)
25(0H)D; ¢ =25 pmol/l » ¢ =35 pmol/l
D, ¢ =25 pumol/l - ¢ =5 pmol/l
D3 ¢ =25 umol/l - ¢ =35 pmol/l
Tokol (IS)  ¢=25 umol/l - ¢ =15 umol/l

Metoda:
- MF MeOH : ACN: H,0 (12,5:85:2,5)
- prutok 1,5 ml/min
- nastiik 20 pl
- teplota kolony 25°C
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Tab. 15: Opakovatelnost standardi

Opakovatelnost standardu

1,25(0OH)D3 25(0OH)D3 D2 D3 Tokol (IS)
€. méfeni | tg (min) A tr (Min) A tr (Min) A tr (Min) A tr (Min) A
1 1,351 | 36189 1,773 | 85772 | 5,151 | 65954 | 5,533 | 68036 | 3,659 18224
2 1,351 | 37783 1,772 | 85795 | 5,149 | 65683 | 5,531 | 68120 | 3,658 17919
3 1,356 | 37176 1,777 | 85453 | 5,153 | 65143 | 5535 | 67746 | 3,663 17746
4 1,352 | 36778 1,773 | 84734 | 5,148 | 64731 | 5,530 | 67496 | 3,657 18039
5 1,354 | 36585 1,775 | 84057 | 5,150 | 64703 | 5,532 | 66757 3,660 17841
6 1,350 | 36673 1,770 | 83531 | 5,144 | 63893 | 5,526 | 65959 3,655 17375
7 1,353 | 36272 1,774 | 83116 | 5,148 | 63276 | 5,530 | 65893 | 3,658 17601
8 1,345 | 36413 | 1,766 | 82791 | 5,140 | 63226 | 5,521 | 65535 | 3,650 | 17566
9 1,351 | 35600 | 1,771 | 85654 | 5,145 | 65454 | 5526 | 67786 | 3,655 18272
10 1,360 | 37225 | 1,781 | 85365 | 5,154 | 65642 | 5,536 | 67696 | 3,664 | 18099
11 1,346 | 38069 | 1,767 | 85327 | 5,139 | 65532 | 5,520 | 68046 | 3,650 | 18022
12 1,355 | 37702 1,775 | 84940 | 5,147 | 65231 | 5,529 | 67746 | 3,658 17718
13 1,350 | 37386 | 1,770 | 84020 | 5,142 | 64356 | 5,523 | 66477 | 3,653 | 17867
14 1,354 | 36750 | 1,773 | 83176 | 5,144 | 63570 | 5,526 | 65237 | 3,657 17541
15 1,357 | 36624 | 1,777 | 82110 | 5,149 | 62670 | 5,530 | 64950 | 3,660 | 17589
16 1,355 | 36157 1,774 | 81810 | 5,146 | 62125 | 5,527 | 63914 | 3,657 17116
primeér 1,353 | 36836 1,773 | 84228 | 5,147 | 64449 | 5,528 | 66712 3,657 17783
SD 0,0039 673 0,0038 1340 | 0,0043 1188 | 0,0046 1321 | 0,0039 314
RSD (%) 0,29 1,83 0,21 1,59 0,08 1,84 0,08 1,98 0,11 1,77
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12.8 Typy monolitickych kolon

Vyzkouseli jsme také vliv typu kolony na separaci danych analytt. Pti vyvoji
metody jsme pouzivali monolitické kolony rtznych délek a praméra. Vysledky jsou

zobrazeny v chromatogramech 7, 8, 9.

smés standardi
1,25(0OH);D3 ¢ =4,799 umol/l (ptivodni konc.) — ¢ = 0,96 umol/I (ve
smesi)
25(OH)D; ¢ =25 pmol/l » ¢ =35 pmol/l
D, ¢ =25 umol/l - ¢ =5 pmol/l
Ds ¢ =25 pmol/l - ¢ =15 pmol/l
Tokol (IS) ¢ =25 umol/l » ¢ =15 pumol/l

Chromatogram 7: Kolona Chromolith Performance RP-18e, 100-4,6

trslT
25(0HID3
20—
1,25(0H),D3
10 02 3
1 takol (15
" 265 nm
0- AN ANVANEETY
T T L T T T
1] 1 2 3 4 5 f
tTitl
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Chromatogram 8: Kolona Chromolith Performance RP-18e, 50-4,6

tmall
FE(OHJDS
20
02 D3
1,25(0H),D3
10+
tokal (15

| ﬂi ala 265 nim
= J[ /'{U\_ 295 nm
L e L I L I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 30 3.5 4.0
triity

Chromatogram 9: kolona Onyx C18, 100-3,0
mall

1,25(CH),D3 20H)DG
20

10—
| takal (IS] S

ol J‘v\ —

0.0 0.5 1.0 1.5 E.IZI 2.5 30

Na koloné¢ Chromolith Performance RP-18¢, 100-4,6 doslo za danych podminek k dobré
separaci sledovanych analyti. Na kratsi kolon¢ Chromolith Performance RP-18e, 50-4,6
byly analyty stejn€ dobfe oddéleny a navic se doba analyzy zkratila t¢éméf o polovinu.

Uzsi kolona Onyx C18, 100-3,0 se ukazala jako naprosto nevhodna.
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12.9 Teplota

Dalsim sledovym parametrem, ktery ovliviiuje separaci analyti, je teplota . V praci jsme
vyzkouseli separaci sledovanych analytt pii teplotach 15°C, 20°C a 25°C na vsech typech
Vysledky 16 a
v chromatogramech 10, 11, 12, 13.

Koncentrace jednotlivych standardd byly: 1,25(OH);D3 c¢ = 0,96 umol/l, 25(0OH)D3
¢ =5 umol/l, D2 ¢ =5 umol/l, D3 ¢ = 5 pumol/l, tokol (IS) ¢ =5 umol/l

monolitickych  kolon. jsou zaznamenany v tabulce také

Tab. 16: VIiv kolony a teploty na separaci

MF MeOH:ACN:voda (12,5:85:2,5); 25°C; 1,5 ml/min

retencni ¢as [min]
Kolona
1,25(0OH)D3|25(0OH)D3| D2 | D3 |Tokol
RP-18e, 100-4,6 1,343 1,790 |5,331(5,728| 3,779
RP-18e, 50-4,6 0,719 0,934 |2,559|2,751| 1,818
Onyx C18, 100-3,0 0,587 0,731 |2,126|2,245| 1,633

MF MeOH:ACN:voda (12,5:85:2,5); 20°C; 1,5 ml/min

reten¢ni ¢as [min]
Kolona
1,25(0OH)D3|25(0OH)D3| D2 | D3 |Tokol
RP-18e, 100-4,6 1,382 1,903 [6,030(6,533| 4,149
RP-18e, 50-4,6 0,732 0,985 [2,950|3,198| 2,030
Onyx C18, 100-3,0 0,587 0,731 |2,126|2,245| 1,633

MF MeOH:ACN:voda (12,5:85:2,5), 15°C; 1,5 ml/min

reten¢ni ¢as [min]
Kolona
1,25(0OH)D3|25(0OH)D3| D2 | D3 |Tokol
RP-18e, 100-4,6 1,427 2,043 16,948|7,593| 4,640
RP-18e, 50-4,6 0,748 1,046 |3,373(3,687| 2,249
Onyx C18, 100-3,0 0,615 0,813 |2,682|2,860| 1,998
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Chromatogram 10: teplota 25°C, pritok 1,5 ml/min, kolona Chromolith Performance RP-
18e 100-4,6

maL
15+

: 1,25(0HLD3
104

. D2 D3

5

0

oo 48 2@ 3m 4O 50 BO min

Chromatogram 11: Teplota 15°C, prutok 1,5 ml/min, kolona Chromolith Performance
RP-18e 100-4,6

maLl

15-”‘: 25(0H)D3
12.5—:
1D.D—:
3.5—:

5 0 1,25(0H),D3
| Dz 03

2.5

0.0+

n.ao 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 f.0 7.0 8.0 min

75



Chromatogram 12: Teplota 25°C, prutok 0,7 ml/min, kolona Chromolith Performance
RP-18e 50-4,6

maL

25.04
22.5—5
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Chromatogram 13: Teplota 15°C, prutok 0,7 ml/min, kolona Chromolith Performance
RP-18e 50-4,6
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12.10 Chromsystems

Béhem vyvoje metody jsme meli moznost vyzkouset HPLC set na stanoveni
25(0OH)D; a 25(OH)D3 v séru/plazmé od firmy Chromsystems. Firma zapujéila vlastni
kolonu a dodala potiebné reagencie (kalibratory, standardy, mobilni fazi).

Firma Chromsystems uvadi, ze pii deficitu vitaminu D (Spatna funkce kostni
mineralizace) se pouziva k monitorovani hladin 25(OH)Ds. 25(OH)vitamin D2 je pak

meéien pro monitorovani terapie deficitu vitaminem D pouzivajici vitamin D2.

Pracovni postup

- ovéfeni zavedené metody

- méteni sér

- zkouska standardi z Chromsystemu na MF MeOH:ACN:voda (12,5:85:2,5a
26,7 : 60 : 13,3) nasttik 25 pl

Paralelni pfiprava vzorku a kontroly:

V tmavé eppendorfce smichat 500 ul kontrola + 50 ul IS —

V tmavé eppendorfce smichat 500 ul séra + 50 ul IS —» pridat 500 ul
precipitacni reagencie — tfepat (vortex) 20 s — zchlazeni 10 min pii +4°C —
zcentrifugovat 5 min pii 13 000 rpm — veskery supernatant pienést na extrakéni kolonku
a centrifugaci nebo pod tlakem odstranit odpadni vodu (SPE kolonky) — pfidat 2x 1ml
promyvaci pufr 1 — 75 ul promyvaci pufr 2 — vymeénit ependorfky — 200 ul elu¢niho
¢inidla a natedit 20 pl destilované vody —

nastiik 25 pl

Popis metody
Izokraticky HPLC systém s UV detekci

Nastrik: 25 ul (10-50 pl)
Pratok: 0.7 ml/min
Vlnova délka: 265 nm

Teplota kolony: 25°C

Autosampler
oplachovaci roztok: Voda:acetonitril (50:50)
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Specifikace

Linearita: Az do 250 pg/l
Limit kvantifikace: D3: 1.4 ug/l, D2: 1.1 pg/l
Recovery: D3: 86 %, D2: 87 %

Béhem analyzy: CV 0.8-3.0 %
Mezi analyzami: CV 1.9-4.6 %
Doba analyzy 12 min

Stabilita vzok: Pti pokojové teploté az 3 dny
pfi+2 az +8 °C az 1 tyden

V piibalovém letaku HPLC soupravy firmy Chromsystems na stanoveni 25(OH)D3,
25(0OH)D2 byl piilozen také chromatogram [chrom. 14], ze kterého je patrné dobré
rozdéleni obou metabolitti véetné vnitiniho standardu.

Na dal$im chromatogramu [chrom. 15] je zachycen na$ zaznam analyzy realné
smési standardii z HPLC soupravy Chromsystems, kterou jsme pfipravili a analyzovali
pfesné podle ndvodu v piibalovém letdku na koloné, kterd byla soucésti této soupravy a
s mobilni fazi ze stejného setu. Slozeni mobilni faze, ani typ HPLC kolony nam nebyl

znam.

Chromatogram 14: Chromsystems - standardy 25(OH)D3, 25(0OH)D2 — piibalovy letak

&,00-

&, 00-

Int. Standard

4,00

2,00

(== 25-0H-Vitarmin Dz
== 25-0H-Yitarmin Dz

0,00-4——

T L] T L] I T T L] T T T
Z.,00 4,00 &,00 &,00
Minutes
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Chromatogram 15: Chromsystems - standardy 25(OH)D3, 25(OH)D2 — vlastni analyza

mal
J265nm drm (1007
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1.0

0.5
D.u{———J
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=
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V realné analyze doslo k posunu retencnich ¢ast vSech standardi vitaminu D oproti
zaznamu z piibalového letdku. Souvisi to pravdépodobné s pouZitou instrumentaci —
HPLC Prominence.

SouCasné s analyzou standardli jsme zpracovali dle wuvedeného postupu
Vv piibalovém letaku firmy Chromsystems i vzorky lidskych sér. Zdznamy chromatogramt
nejsou uvedeny, protoze separace nebyla dostatecnd, pravdépodobné Spatny vysledek
analyzy souvisel s preanalytickou Gpravou vzorkl sér pomoci SPE extrakce. K dispozici
jsme méli od firmy pouze nékolik SPE kolonek, takze jsme SPE extrakci nemohli

zopakovat.
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13 Shrnuti

Ve své praci jsem zacala s vyvojem metody pro stanoveni vitaminu D a jeho
metaboliti. Mym ukolem bylo najit vhodny chromatograficky systém, ktery by dovolil
analyzovat v jednom vzorku 1,25(0OH),D3, 25(0OH)D3;, D, a D3 s vyuzitim vnitiniho
standardu, protoze analyza bude provadéna z biologického materialu.

Pti hledani vhodného slozeni mobilni faze se ukdzala jako nevhodnéjsi kombinace
organickych rozpoustédel MeOH : ACN : H,0 v poméru 12,5 : 85: 2,5.

Byla ¢aste¢né provedena validace prométenim opakovatelnosti. Pro vitaminy D (Do,
D3) a jeho metabolity (1,25(0OH),Ds, 25(0OH)D3) jsou hodnoty RSD 1,59 — 1,98%, coz
vyhovuje podmince opakovatelnosti, ktera je pro biologicky material stanovena do 5%.

Vyzkouseli jsme také vliv typu kolony na separaci danych analyti. Pti vyvoji
metody jsme pouzivali monolitické kolony. Na kolon¢ Chromolith Performance RP-18e,
100-4,6 doslo za danych podminek k dobré separaci sledovanych analytd. Na kratsi
kolon¢ Chromolith Performance RP-18e, 50-4,6 byly analyty také dostate¢né separovany
a navic se doba analyzy zkratila t¢éméf o polovinu. Uz$i kolona Onyx C18, 100-3,0 se
ukdazala jako naprosto nevhodna.

Ovéftili jsme také robustnost metody (méfeni na dvou HPLC pfistrojich, vliv teploty

na analyzu). V tomto ohledu je metoda dostate¢né robustni.
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14 Zaveér

Ukolem mé diplomové prace byl vyvoj HPLC metody pro stanoveni derivati
vitamind D (D,, D3, 1,25(0OH),;D3; a 25(0OH)D3) v lidském séru pro klinické vyuziti u
pacientl s poruchami ledvinnych funkci. Cilem bylo najit vhodnou, rychlou a dostupnou
metodu s pouzitim moderni instrumentace, a tim zlepsit diagnostické moznosti.

Jako nejvhodnéjsi systém pro stanoveni danych latek byl vybran: mobilni faze
methanol : acetonitril :voda v poméru slozek 12,5:85:25, sprutokem 1,5 ml/min,
teplotou 25°C, nastfikem 20 pl, s detekei pfi vinové délce 265 nm a vnitinim standardem
tokolem. Metoda byla vyzkouSena pouze na standardech a ovéfena v koncentracich
oc¢ekavanych v séru. Je pouzitelnd pro stanoveni 25(OH)D3, D, a D3. Domnivame se, Ze
ziejm¢ nebude mozné tuto metodu pouzit pro metabolit 1,25(OH),D3; vzhledem k jeho
nizkym fyziologickym koncentracim v séru.

Ve vyvoji a optimalizaci metody se bude dale pokracovat. Pro dalsi postup bych
doporucdila ovéfit mobilni fazi ve sloZzeni methanol : acetonitril : tetrahydrofuran. Pfi
porovnani kolon se ukdzala nejvhodnéjsi vzhledem k dobré separaci a podstatnému
zkraceni doby analyzy monolitickd kolona Chromolith Performance RP-18e, 50-4,6,

proto by byla vhodnou variantou pro dalsi validaci.
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