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Anotace

Cilem této prace bylo zavést a validovat metodu na stanoveni 25-
hydroxyvitaminu D3 a 25-hydroxyvitaminu D, Vvséru pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Na stanoveni 25-hydroxyvitaminu D; a 25-
hydroxyvitaminu D, byl pouzit kit firmy Recipe. Po Gspésné validaci metody na
vitamin D bylo provedeno meéfeni 74 pacientskych vzorkii a jejich porovnani
s imunochemickym stanovenim. Jednalo o nové postmenopauzalni pacientky s
prokazanou osteopordzou, které nebyly v piedeslych letech 1éceny. Pti nizké hladiné
25-OH vitaminu D namétené na sestavé Abbott Architect i4000SR byla pacientkam
podéna lécba Vigantolem a poté byly zhruba po 3 mésicich znova zméteny.

Dalsim cilem bylo provést statistické porovnani hodnot vitaminu D
naméfenych pomoci HPLC a imunochemické metody u danych pacientek.

Poslednim cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu na stanoveni
vitaminu K; a vitaminu K, pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie
s fluorescenéni detekci. Byly pouzity dva rizné postupy publikované v odbornych

publikacich, a poté byl pouzit kit firmy Immunodiagnostik.
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Annotation

The target of this bacalary work was to develope and validate the method for
determination of 25-hydroxyvitamin D3 and 25-hydroxyvitamin D, in serum by high
performance liquid chromatography. For determination of 25-hydroxyvitamin D3 and
25-hydroxyvitamin D, was used the kit from Recipe. After successful validation of
method for vitamin D, 74 patient samples were measured and compared with
immunochemical measurement. The group was made up of postmenopauzal’s
patients with osteoporosis, which have not been treated for the osteoporosis in
previous years. In patients with low level of 25-hydrovitamin D, which were
measured by Abbott Architect i4000SR, was recommended the treatment by
Vigantol and then about 3 months later, the new measurment was performed.

The next target was to performe the statistical comparison of vitamin D data
measured by HPLC and by immunochemical method.

The last aim was to develope and validate the method for determination of
vitamin K; and vitamin K; in serum by high performance liquid chromatography
with fluorescence detection. At first we used two original papers, which describe

different sample preparation and then we used the kit from Immunodiagnostik.
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UvVOD

Osteopordza se stava celosvétovym problémem vefejného zdravi. Za
poslednich dvacet let mizeme pozorovat rostouci incidenci a prevalenci tohoto
onemocnéni. Casné zachyceni osteopordzy je minimalni, jelikoZ je dlouhou dobu
bezptiznakova. To vétSinou vede k rozpoznani osteoporodzy az po vzniku zlomeniny
nejcastéji v oblasti kycle ¢i obratli. Zlomenina vétSinou vznikne neadekvatni silou.
Osteopordza je nebezpecné onemocnéni tykajici se hlavné populace nad 50 let. U
pétiny pacientd, ktefi prodélali osteoporotickou zlomeninu, dochdzi do 1 roka
K amrti. Zlomeninam jde ve vét$iné piipadi predejit. Prevence osteopordzy by méla
zaCit jiz v détském veéku. Spravny Zivotni styl a vyvazena strava miZe vyskyt
osteoporodzy snizit. Nejvice jsou ohrozeny postmenopauzalni zeny, u nichz dochézi
k poklesu sekrece estrogent. Tyto zeny by mély byt pod Iékafskym dohledem, aby
bylo mozné osteoporézu vcas identifikovat a predejit moznym komplikacim
spojenych s 1é¢bou [IOF; SMOS; NOF; Broulik, 2009].

Stanovovani hladin vitaminu D zaziva v poslednich letech ,,boom “. Nékteti
vyrobci zakladnich potravin jiz provadéji fortifikaci vitaminem D. To by mohlo mit
pozitivni vliv na sniZzeni poctu zlomenin, jelikoz z prizkuma vyplyva, ze celd

populace ma nedostate¢né hladiny vitaminu D.



Bakalarska prace

1. TEORETICKA CAST

1.1. Osteoporoza

Osteopordza byla definovana Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
vroce 1994 jako , progresivni systémové onemocnéni skeletu charakterizované
ubytkem kostni hmoty a poruchami mikroarchitektury kostni tkané vedoucimu ke
zvySeni fragility kosti a zvyseni rizika zlomenin* [WHO, 1994].

Jedna se vSak o moderni nemoc s historii. Osteoporoza byla znamé uz pied
dv¢ sté lety. Zhruba pied sto lety byla jasn€ oddélena od osteomalacie. Prvni pouziti
nazvu osteopordza neni piesné datovano. V roce 1930 americky endokrinolog Fuller
Albright definoval osteopordzu jako ,,pfilis malo kalcifikovanou kost™. V této dobé
byla denzitometrie na svém pocatku. Histomorfometrie ukazala vétsi lomivost kosti
V oblasti patefe v porovnani se zdravou populaci. Histomorfometrie je histologicka
metoda, kterd je schopna popsat matematickou veli¢inou jednotlivé slozky
mikroskopického obrazu. Dnes jiz zndme automatické pocitaCové systémy, jez
vyhodnoti obraz samy. Zlomeniny v oblasti patefe odd¢€lily pacienty s osteoporézou
[Nordin, 2009; Zak, 2002].

Osteopordza je zavazné onemocnéni, jelikoZ je jeji prib&h pomaly a
bezptiznakovy. PostiZzeni osteopordzou hrozi primérné kazdé tieti zené a kazdému
patému muzi. V Ceské republice je riziko zlomeniny u Zen nad 65 let vysoké. Casto
se na osteopordézu piijde pii rentgenovém vysSetfeni [International Osteoporosis
Foundation; Spole¢nost pro metabolickd onemocnéni skeletu; National Osteoporosis
Foundation].

Kostra lidského téla obsahuje 206 kosti. Kost zastupuje po skloviné druhy
nejtvrdsi materidl. V 80 % je kost kompaktni, zbyvajici procenta tvoii houbovita
kost. Zakladni stavebni jednotkou kosti je osteon, ve kterém probihaji nervy, tepny a
zily slouzici k vyzivé kosti. Osteon se sklada z lamel a tvoti tzv. Haversv systém.
V centralnim kanalku nachézime osteoblasty, osteoklasty a periferné¢ osteocyty.
Osteoblast kontroluje ¢innost osteoklastli pomoci chemickych a fyzikalnich faktort,
téz syntetizuje nemineralizovanou kostni hmotu tzv. osteoid. Osteoklast odbourava
staré kostni tkan¢ a vylucuje enzym, ktery rozpousti kolagen a kostni mineraly, a tim

vznikd prohlubeni, kterou nazyvame Howshipova lakuna. Osteocyt vznika
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Z osteoblastli uvéznénych v nové kostni hmoté a podili se na minerdlni vymeéné
[Narika a Eliskova, 2009; BME/ME 456 Biomechanism].

Remodelace kosti probihd ve c&tyfech fazich: Prvni faze se nazyva
klidové/aktivaéni a zahrnuje vychytavani cirkulujicich prekurzorti osteoklasti,
pranik bunék kostni bunécnou vrstvou a fuzi bunék k tvorbé pre-osteoklasti.
Resorpce piedstavuje druhou fazi remodelace kosti a je regulovana cytokiny a
hormony. Osteoklasty tvoii prohluben. Tteti fize zahrnuje nastup osteoblastti a
nazyvame ji obratovou fazi. Tvorba tvofi posledni fazi, kdy dochazi pomoci
osteoblastii k syntetizaci kolagenni organické matrix a jeji nasledné mineralizaci

[Brandi, 2009].

krvetvorné kmenové

bunk);\ S
= mezenchymalni
- kmenové buiiky
pre-osteoklasty (o)
©) @
®a |
\ mononulkledrni osteoblasty

pre-osteoblasty

osteoklasty b“nk;@ E] — .l.l _ osteocyty
- D@ %Y & FP

Klidova fize Resorpee Obratova faze Tvorba Mineralizace

Obr. ¢. 1: Remodelace kosti - pielozeno z ptivodniho zdroje:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3218876/figure/F3/)

U perimenopauzalnich a postmenopauzalnich Zen dochézi ke snizené sekreci
estrogenu a tim ke zvySenému odbouravani kosti. U muzi ma vliv na kostni hmotu
testosteron, u néhoz dochézi k pomalejSimu poklesu, a tudiZz maji muzi mensi riziko
osteoporotické zlomeniny. Struktura kosti je zhorSena kviili mezerdm mezi lamelami
a klesajicimu podilu vapniku a fosforu. Rychleji se odbourdvaji mineralni latky a
kolagenova nosna konstrukce, tim se objevuji prazdné prostory. Ztrata vapniku a
fosforu nedostatkem vitaminu D se nazyva osteomalacie, u déti rachitida (tzv.
slune¢niho zafeni, celiakii nebo ledvinovym onemocnénim [Broulik, 2009; Ott,

2012; Better Health Channel, 2013].
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Kyvalita kosti rozhoduje o zlomening, avSak kvalitu kosti prozatim nemiizeme
nijak zm¢fit. VétSinou Spatnd kvalita kosti zplisobi zlomeninu pfi neadekvatnim
nasili, kdy kost je narusena mikrotrhlinou. Kvalitu kostni hmoty miizeme ovlivnit
stravovacimi navyky nejlépe do 25 az 35 let, pozd¢€ji uz strava nema tak velky vliv.
Od tficatého roku Zzivota z pfirozenych piicin kost rychleji ztraci vapnik a dochazi
k fidnuti kosti. Kritickym bodem u zen byva menopauza, kdy dochazi k zastaveni
sekreci estrogenll. Z toho vyplyva, Ze perimenopauzalni a postmenopauzalni zeny
jsou nejvice ohroZeny osteopordzou. Kostni hmota je az z 80 % urcena geneticky,
zivotni styl mize ovlivnit az 30 %. Pozitivni vliv na kostni hmotu ma ¢asty pohyb,
strava bohatd na kalcium a bilkoviny, dostatecné mnozstvi vitaminu D, omezeni ¢i
vylouc€eni koufeni a vyhybani se nadmérnému pozivani alkoholu.

Nejcastéjsi klinické manifestace osteopordzy byvaji zlomeniny tél obratld, Casto
netraumatické. Vaznou komplikaci osteopordzy u starSich pacientll je zlomenina

kréku stehenni kosti, kdy dochézi k imobilizaci pacienta [Ott, 2012; Broulik, 2009].

1.1.1.  Typy osteoporézy

Osteopordza se dé€li na primarni a na sekundérni. Primarni osteoporoza se déle
déli na idiopatickou, ktera probihd bez znamé pficiny, a involu¢ni. Involucni ¢i
prirozend osteoporoza se déli na postmenopauzalni a senilni. U Zen je nejasna vékova
hranice, protoZe postmenopauzalni osteopordza piechazi v senilni.

Postmenopauzalni osteopordza postihuje predevsim zeny ve véku 55 — 65 let.
Mezi hlavni zlomeniny patii zlomeniny tél obratld. Zhruba 4 — 5 let po poslednim
menses dochazi k remodelacni dysbalanci. Pozdéji (asi 10 — 15 let po poslednim
menses) se vyskytuje utlum osteoblastické funkce, dochazi k zpomaleni syntézy
aktivniho metabolitu vitaminu D a ubyva piedev§im kortikdlni kost. U
postmenopauzalnich Zen je dilezité nasadit 1écbu co nejdiive.

Senilni osteopordza postihuje Castéji zeny. Vyskytuje se u pacientii nad 70 let.
Nachédzime zvysené hladiny parathormonu v séru. Parathormon ptlisobi pfedev§im na
dlouhé kosti. Dochézi ke snizené resorpci kalcia stfevem a sniZzené hladiné aktivniho
metabolitu vitaminu D.

Sekundarni osteopor6za ma pticiny v zékladni chorobé. MlZe doprovazet
endokrinni onemocnéni, pii némz se uzivaji glukokortikoidy, dédi¢né onemocnéni,

dlouhodobou imobilizaci, chronické onemocnéni jater a ledvin, diabetes mellitus,
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nékteré nadory. Patii sem také iatrogenné navozena osteopordza [Broulik, 2009;
National Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseases,
2012; University of Maryland Medical Center, 2008].

Typy osteopordzy
Primérni a. Idiopaticka
b. Involu¢ni I. Postmenopauzalni (typ 1)
I1. Senilni (typ II)
Sekundarni

Tab. ¢. 1: Piehled typl osteoporozy

1.1.2.  Rizikové faktory osteoporozy

Vrozena dispozice méa az 50% vliv na vznik osteopordzy. Rizikové faktory
pouze podpofi jeji vznik a rozvoj. Vyssi sklon ke vzniku osteopordzy maji jedinci
nad 65 let, postmenopauzalni Zeny, kavkazské etnikum, zeny, které mély pozdni
menarche a zeny, které nerodily (nuliparita). Silny rizikovy faktor muze byt:
zlomenina po neadekvatnim nasili v osobni anamnéze, zlomeniny a projevy
osteopordzy v rodinné anamnéze, nizky télesny index (Body Mass Index = BMI),
koureni a 1écba nekterymi 1éky (napt. kortikoidy, antiepileptika,...) [Blahos, 2006].

Dalsi rizikové faktory jsou hypertyredza, hypogonadismus, roztrouSena
skler6za, revmatoidni artritida, diabetes mellitus typu 1 a Cushingiiv syndrom
(zvysena hladina kortizolu v krvi) [Gronholz, 2008].

Mezi rizika, ktera lze ovlivnit, patii strava a zpusob zivota. Je dulezité mit
vyvazenou stravu bohatou na kalcium a vitamin D. Upfednostnéni pohybu pied
sedavym zplisobem Zivota mulZe riziko zlomeniny sniZit. Vysoky piijem soli ve
stravé patii mezi rizikové faktory pro vznik osteopordzy. Koufeni u Zen vede ke
diivéj$i menopauze. Kufacky jsou vice ohrozeny osteoporoézou nez nekutracky. Také
nadmérny ptijem alkoholu a kdvy mé negativni vliv na kostni hmotu [Broulik, 2009;

Journal of the American College of Nutrition, 6/2002].
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1.1.3.  Diagnostika a vySetiovaci metody osteoporozy

Mezi zakladni diagnostiku osteopordzy patii spravné sestaveni rodinné i
osobni anamnézy, uvedeni vSech uzivanych 1€k, prod€lanych operaci, fraktur atd.,
zpozorovani nékterych ukazateli na moznost vyskytu osteopordzy napt. snizeni
télesné vysky v porovnani s vyskou v tficeti letech pacienta o vice jak 3 cm,
vzdalenost Zeber od panve mensi jak 2 cm nebo nizka télesnd hmotnost.

Bone mass density (BMD) ¢ili hustota kostni hmoty je pouzivana jako zlaty
standard pro diagnostiku osteopordzy. Jednd se o osteodenzitometrické vySetfeni
skeletu, jenz vyjadiuje mnozstvi kostniho minerdlu v plosné jednotce kosti. BMD
patii mezi nejcastéjsi vysetiovaci metody pro diagnostiku osteoporézy. Hodnota
BMD se vyjadiuje pomoci tzv. T-skore, které je definované jako standardni odchylka
(SD) od mladé populace. Pokud je BMD v rozmezi +1,0 az — 1,0 SD od priméru
BMD, je stav kosti normalni. Jestlize se hodnota BMD nachdzi mezi -1,0 az -2,5 SD,
pak se jedna o osteopenii. Hodnota BMD, ktera je nizsi jak -2,5 SD, piedstavuje
jeden z rizikovych faktorti osteoporozy, pokud tuto hodnotu provazi osteoporoticka
zlomenina, miizeme hovofit o manifestované osteoporoze.

Kvalita kosti se nejcastéji vySetfuje pii rentgenovém vySetfeni, jelikoz
rentgenové vysetfeni nemusi odhalit vSechny pacienty s kompresivni zlomeninou
V oblasti obratlii patete, je dulezité u rizikovych skupin pacienti provést presnéjsi
méfeni zvolenim jinych vySetfovacich metod. Zlomenina v oblasti patete zvySuje
riziko dal§i zlomeniny az pétkrdit. BMD se vySetfuje pomoci dvouenergiové
rentgenové absorpciometrie (DXA). Méfi se v oblasti kycle, patefe a distalniho
predlokti. Vzhledem ke kvalitni reprodukovatelnosti se doporucuje méteni BMD
pomoci DXA Vv oblasti proximalniho femuru, které je povazovano za zlaty standard.
Pii méteni pomoci DXA je nutné mit femur ve stabilizované poloze. DXA pievysuje
rentgenové vySetfeni svou nizkou radiacni zatézi, vysokou reprodukovatelnosti a
rychlosti méfeni. Méfeni pomoci DXA by se tak mohlo stat soucasti kazdého
vstupniho vySetieni pro urceni skupiny s rizikem vyskytu osteopordzy. Pfi méfeni
podskupinou metody DXA je Hip Stuctural Analysis (HSA) ¢i strukturni analyza
kycelni kosti, kterd patifi mezi dilezité ukazatele pevnosti kosti. Nejedna se o

geometricky strukturni parametr.
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Dal§$im moznym vySetfenim BMD je kvantitativni vypocetni tomografie
(QCT). Meéti se volumetricka denzita minerdlu kortikalni a tramdité kostni hmoty
udavané v jednotkach g/cm3 v oblasti bederni patefe a proximalniho femuru.
Nevyhodou QCT oproti DXA je vyssi radiacni zatéz a nizsi reprodukovatelnost.

Metoda, ktera doplnuje informace o kvalit€¢ kosti je kvantitativni
ultrasonometrie (QUS) vypovidajici o BMD a struktufe kosti. M&fi se nejéastéji
oblast patni kosti, kosti holenni, ¢ésky, kosti predlokti (loketni a vietenni kost) a
kosti dlané (metakarpalni kosti a falangy). Vyhodou metody QUS je casova
nenaroc¢nost, eliminace radia¢niho zatizeni a naklady, avSak nevyhodou této metody
je nizsi reprodukovatelnost nez u DXA [FONS, 2008; gtépén, 2007; Ciemy, 2007;
Stépan, 2006].

Dulezité je také laboratorni vysetfeni krevniho obrazu, sedimentace, jaternich
testd, vysetieni hladiny glukézy, lipidu, kalcia, fosfatt, kreatininu a albuminu. Tato
laboratorni vySetteni slouzi k vylouceni dal§ich onemocnéni, pfi kterych dochézi
k ubytku kostni hmoty.

Kostni markery mizeme d¢lit na markery novotvorby a markery resorpce.
Dopliji lepsi predstavu o stavu kosti. Nevypovidaji o mnozstvi kostniho mineralu ¢i
kostni hmoty a tak je nelze pouzit pro diagnostiku osteopordzy. SpiSe slouZzi
K monitorovani u¢inku 1é¢by. Piimou nebo nepifimou c¢innost osteoblasti nam
predstavuji markery kostni novotvorby. Stanovuji se v séru i plazm¢. Mezi markery
kostni novotvorby patii osteokalcin. Jednd se o nekolagenovy specificky protein
kostni matrix, ktery je syntetizovan v osteoblastech. Jeho produkce je zavisld na
vitaminu K. Dal$i marker kostni novotvorby je kostni izoenzym alkalické fosfatazy.
Tento marker je prvni volbou pifi vyrazné¢ zvySené novotvorbé kosti.
Aminoterminalni propeptid prokolagenu typu I se vyskytuje pii syntéze kolagenu
typu I a pfedstavuje vhodny ukazatel pro hodnoceni funkce osteoblastii u pacientti
s poruchami ledvin. Karboxytermindlni propeptid prokolagenu typu I je méné
vhodny ukazatel kostni novotvorby.

Markery kostni resorpce jsou telopeptidy kolagenu typu I a pyridinolinové
pricné spojky kolagenu. Telopeptidy kolagenu typu I nezédvisi na obsahu kolagenu
V potrave, tudiz pacienti nemusi drzet bezmasou dietu pied vySetfenim. Stanovujeme
2 typy telopeptidl kolagenu typu I — aminotermindlni telopeptid, ktery zavisi na véku
a stupni pohlavniho dospivani, a karboxyterminalni telopeptid, ktery je typicky pro
degradaci kolagenu typu I v kostech.
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Doplnujici  vySetfeni zahrnuji parathormon, ktery ma receptory na
osteoblastech a miZze rekrutovat nové osteoklasty z prekurzorti, parathyreoid
hormon-related protein, kalcidiol, kalcitriol, estradiol, sexudlni hormony vazajici
globulin a dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS). V Ceské republice nejsou uréeny
jednotné standardy pro vysetfeni osteopordézy. Dle doporuceni Mezindrodni
osteoporotické nadace (IOF) je vhodné pouzivat jeden marker resorpce a jeden
marker novotvorby. M¢feni by se mélo provadét do devaté hodiny ranni po
celono¢nim lacnéni. Na vySetfeni se pouziva sérum, plazma, prvni ¢i druha ranni
moc¢. Markery resorpce se meti v doporuceném intervalu tii az Sesti mésicti, markery

novotvorby v intervalu Sesti mésicti mezi jednotlivymi vySetienimi [FONS, 2008].

1.1.4.  Prevence a lé¢ba osteoporozy

Prevence osteopordzy by méla byt uz od détstvi, jelikoZ po padesatém roku
zivota hrozi kazdé druhé Zené a kazdému Cctvrtému muzi zlomenina spojend
s osteopordzou. Diky stravovacim navykiim a pravidelnému pohybu Ize dosdhnout
lepsi kvality kostni hmoty a tim eliminovat riziko nastupu osteoporézy. Doporucené
denni davkovani (DDD) vépniku se rizni dle v€ku. Pro novorozence a kojence by
DDD véapniku méla byt 400 — 600 mg na den, u déti do Sesti let by se pfijem mél
pohybovat mezi 400 — 650 mg vapniku na den. Pro star$i déti plati DDD vapniku 800
— 1000 mg na den, pro dospivajici 1200 mg vapniku za den a pro dospélé 1000 mg
vapniku za den. ZvySeny piijem by mély mit sportovci, t€hotné a kojici zeny, jejichz
ptijem by se mél pohybovat okolo 1500 mg vapniku za den. Také zeny v klimakteriu
a starSi lidé by méli dbat na zvySeny piijem vapniku, ktery by mél byt 1200 mg za
den. Kromé¢ vapniku studie ukazaly, Ze je téz dilezity dostate¢ny piijem vitaminu D,
pro né&jz je nesjednocené DDD. Pravidelny pohyb a spravné zatéZovani skeletu vede
K posileni kosti a zvySeni jejich kvality. Optimalni stravovani a pohyb miize snizit
riziko osteoporotické zlomeniny az o 50 %. Spravné stravovani nemizeme podcenit
ani u pacientd, ktefi uz osteoporézou trpi. Doporufena strava pro prevenci
osteopordzy by meéla obsahovat alesponl tfi porce mléka a mléénych vyrobki se
snizenym obsahem tuku, zeleninu s vysokym obsahem kalcia (napt. brokolice, zeli),
mineralni vodu obohacenou kalciem, rybi maso alespon jedenkrat do tydne, zahrnout
jidlo bohaté na vitamin D a vitamin K, omezeni potravin a napoji s vysokym

obsahem fosfatl, omezit jidla s vysokym mnozstvim oxalatii a omezit soleni. Cviceni
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a zatézovani bychom méli uzpisobit zdravotnimu stavu jedince. Dilezitym aspektem
prevence osteopordzy je téz omezeni zlozvykil naptf. omezeni koufeni, piti alkoholu a
nadmérného piti kavy [Institute of Medicine, 2011; Blahos, 2/2006; Peters a Martini,
2010; Stransky a Rysava, 2009].

Lécba osteoporozy je dilezita pro kvalitni Zivot pacienti. Nehormonalni 1écba
zahrnuje ptipravky s kalciem a s vitaminem D. Kalcium mé vyznamnou roli v kostni
sile, je nezbytny pro kosti 1 zuby. Kosti obsahuji okolo 99 % celkového kalcia v téle.
Kalcium se pouziva pfi normalni hladin€ vitaminu D. Vépnik se absorbuje v tenkém
stieveé, u dospélych se vstieba 30 — 50 % pozien¢ho kalcia, u déti je to az 75 %.
Absorp¢ni schopnost klesa umérné s vékem. U osteoporotickych pacientii je DDD
kalcia 500 — 1500 mg na den. Kalciem se nelze ptedavkovat, jelikoz pii vyS$Sim
piijmu se snizuje aktivni vstiebavani. Ulozeni kalcia do kosti je zavislé na ptisobeni
testosteronu a estrogenu. Vys$i piijem soli zvySuje vylu¢ovani kalcia moci, tudiz
postmenopauzalni Zeny byvaji vice citlivé na stl. Zeny, které uzivaly kalcium
v DDD, maji riziko zlomeniny po menopauze o 60 % niz§i. Pozitivni vliv na
reabsorpci kalcia v ledvinach ma vitamin K. Uzivani pfipravkl bohatych na vitamin
D redukuje zlomeniny u starSich lidi. Denni davka vitaminu D 700 — 800 IU za den
snizuje riziko nevertebralnich zlomenin a zlomenin v oblasti kycle. Tato ddvka nemé
funkci DDD vitaminu D, pouze slouzi k udrzeni optimalni koncentrace vitaminu D
v téle. Vitamin D je tvofen v pokozce piisobenim ze slunecniho zafeni. V obdobi
dospivani je dilezity i dostateCny piijem proteinti, ktery by se mél pohybovat okolo
0,8 g na kilogram télesné hmotnosti jedince. Pro star$i jedince je DDD proteint
vy$§i. Dostatecny piijem proteint zajiStuje lepsi BMD, proto nizkoproteinova dieta
patii mezi jeden zrizikovych faktorti osteopordzy. Nedavné studie prokazaly
pozitivni vliv ovoce a zeleniny na kostni hmotu. Ovoce a zelenina obsahuji
magnesium. Téz vysoké hladiny fosfati redukuji formaci aktivni formy vitaminu D
Vv ledvinach, sniZzuji krevni kalcium, zvySuji parathormon a snizuji vyluovani kalcia
ledvinami.

Mezi hormonalni 1é€bu patii uzivani estrogend, které tlumi kostni remodelaci.
Osteoprotegerin neutralizuje u€inek cytokinli na osteoklasty. U Zen, které prodélaly
pfedcasnou menopauzu nelze volit estrogeny jako dlouhodoby 1€k kviili zvySenému
riziku vzniku nadord. Preparaty, které nahrazuji endogenni progesteron, nazyvame
gestageny. Fytoestrogeny jsou nesteroidni rostlinné slozky vyvoldvajici ucinek
estrogentl, zde nalézame riznorodé udaje o vlivu na kostni metabolismus. Tibolon —
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selektivni regulator tkanové estrogenni aktivity pasobi v nékterych tkanich jako
estrogen a ma pozitivni vliv na kosti.

Selektivni modulatory estrogennich receptorti jsou syntetické latky napf.
raloxifen, tamoxifenen. Nevyhodou uzivani téchto ptipravkl je zhorSeni nebo
navraceni klimakterickych potizi.

Bisfosfonaty patii mezi latky ptibuzné pyrofosfatim. Snizuji osteoklastickou
aktivitu zvySenim jejich apoptozy. Do kosti se dostavaji pomérné rychle a ptisobi zde
dlouho. Na studii, ktera probihala 10 let u pacientek s postmenopauzalni
osteopordzou bylo zjisténo zvySeni BMD, posunuti k pozitivni balanci, primérni
mineralizace a sniZzeni porosity. Pacientky uzivaly napt. alendronat, risedronat
[Papapoulos, 2007; Broulik, 2009].

Synteticky rekombinantni aminoterminalni fragment lidského parathormonu
¢i terapeptid stimuluje osteoblasty a inhibuje jejich apoptozu. Je urcen pro Zeny
s tézkou osteopordzou a pro ty pacienty, ktefi nereaguji na jiné léky. Podava se
injek¢éné denné.

Stroncium raneldt je Dbivalentni stl stroncia, jednd se o tzv.
antiosteoporotikum. Ma vliv na zvySeni kostni formace a sniZeni kostni resorpce, je
zvySen pocet osteoblasti a zvySend syntéza kolagenu. Zndme dva domnélé
mechanismy — aktivace kalcium nebo jiného kationtového receptoru (klonovan
z parathyroidnich bungk), ¢i zvySeni miry osteoprotegerinu spojenym s poklesem
receptor aktivujici nuklearni faktor kappa-B ligandu (RANKL téz tumor nekrotizujici
faktor ligandu nadceledi c¢lena 11) pomoci osteoblastl. ZlepSuje kostni
mikroarchitekturu. In vitro inhibuje osteoklasty a zvySuje alkalickou fosfatazu a
kolagen syntézu. S kazdym piibyvajicim 1 % BMD se sniZuje riziko vertebralni
zlomeniny o 3%. Utinek tohoto piipravku potvrdila histomorfometrie a kostni
biopsie. Inhibitor u¢inku RANKL se nazyva denosumab, ktery stimuluje proliferaci,
dozravani a aktivaci osteoklastt [Papapoulos, 2007; Hamdy, 2009].

Mezi dalsi pfipravky patii kalcitonin, nejicinngjsi je kalcitonin lososi. Plisobi
na osteoklasty a snizuje jejich aktivitu. V centrdlni nervové soustavé ma vliv na
vyplavovani endorfinil, coz zplisobuje jeho analgeticky ucinek.

Na zvyseni novotvorby kostni hmoty ptsobi fluoridové soli, které v§ak nejsou
vhodné pro 1é€bu postmenopauzalni osteopordzy. Nejednotné vysledky jsou udavany

u anabolickych steroidi. Ty u starSich lidi zvysuji svalovou silu.
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V posledni dobé bylo zjisténo, ze vitamin K ma také pozitivni vliv na kost.
Nezabrani ztraté kostni hmoty pfi nizké hladin€ estrogent, ale dokaze zpomalit ztratu
kostni hmoty u postmenopauzalnich zen. Je méné ucinny nez kalcium a vitamin D.
Slouzi spise k prevenci, nikoliv k 1é¢bé.

Ke zlepSeni stavu kosti nam slouzi i nefarmakologické ptistupy napf.
fyzikédlni terapie, chrani¢e kycelnich kloubid, 1é¢ba kompresivnich zlomenin
obratlovych t€l, kdy je tekuty cement pod tlakem injekéné vpoustén do obratlového
téla. Dulezitou roli hraje spravny pohyb, kdy pacient by mél byt dostate¢né poucen,
aby se eliminovalo riziko dalSich moznych trazti. Pacientim je nabidnuto vhodné
feSeni pohybovych aktivit, diiraz je kladen na potfebnost chiize, kdy se doporucuje
30 minut denné cvicit a alespoil jednu hodinu vénovat chlzi. Pacient je poucen o

spravném sezeni, vstavani ¢i zvedani predméti [Krhutova, 2006].

1.2.  Vitaminy

Vitaminy jsou definované jako ,,organické slouceniny, které jsou nezbytné
pro spravny rist, vyvoj a funkci celého organismu nebo néktery z jeho organii*.
Nézev pochdzi z latinskych slov ,,vital“ a ,,amine*, coZ znamené zivotn¢ dilezité
aminy. Lidské télo si nedokaze vétSinu vitamind samo vytvofit, a proto je piijimame
potravou (napf. vitamin D se tvofi v kizi diky slune¢nimu zafeni, vitamin K je
produkovan stfevnimi bakteriemi).

Vitaminy rozdélujeme do dvou zakladnich skupin na vitaminy rozpustné ve
vodé (pf. vitamin Bj, vitamin C, kyselina listova, ...) téz nazyvané hydrofilni a na
vitaminy rozpustné v tucich znamé jako lipofilni. Mezi vitaminy rozpustné v tucich
patii vitaminy A, D, E a K. Nedostatek vitaminu v téle nazyvame hypovitaminéza.
Avitamindza pak piedstavuje uplny nedostatek vitaminu v téle. Naopak piebytek
vitaminu v téle nazyvame hypervitamindza. Pokud je v téle piebytek vitamint
rozpustnych ve vod¢, dochazi k jejich vylouc¢eni do moce. U vitaminl rozpustnych
Vv tucich nedochazi k vylouceni do moce, ale mize dojit k intoxikaci organismu,

proto je mozné se témito vitaminy predavkovat [Stern, 2011; Fajfrova, 2011].
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1.2.1. Vitamin D

Nejedna se o skuteény vitamin, ale spiSe o steroidni hormon. Ma dvé zakladni
neaktivni formy ergokalciferol (D;) a cholekalciferol (D3). Dnes je znamo asi 37
metaboliti vitaminu D. Vitamin D, je rostlinného ptivodu, zatimco vitamin D3 je
zivocisného puvodu. Jednotlivé formy vitaminu se lisi strukturou fetézce. Zdrojem
vitaminu D jsou motské ryby (makrely, sardinky, sled¢, losos,...), tres¢i jatra, mléko
a mlééné vyrobky obohacené vitaminem D. AvSak pfes 90 — 95 % vitaminu D
ziskavame pres kzi ptisobenim sluneéniho zateni (o vinové délce 290 — 315 nm). V
nékterych oblastech Zem¢ (nad 40. stupném severni a pod 40. stupném jizni
zemépisné $ifky) se od fijna az do dubna nachazi Slunce v pozici, ktera je nevhodna
pro dostatecné vytvoreni vitaminu D pfes kiizi, proto je nutné v téchto mésicich dbat
na zvyseni piijmu vitaminu D potravou. Produkci vitaminu D3 snizuje melanin, ktery
s nim soupefi o UV zafeni, proto lidé s tmavsi pleti potiebuji delsi ¢as pobytu na
slunci nez lidé se svétlou pleti k vytvofeni stejného mnozZstvi vitaminu D [Vavrova,

2007; Bayer, 2008].

ergokalciferol cholekalciferol

Obr. ¢&. 2: Struktura vitaminu D5 a vitaminu D,

(zdroj: http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---C/Calciferols.htm)

1.2.1.1. Metabolismus

V kuzi je pfitomen 7-dehydrocholesterol, ktery plsobenim UV zafeni
konvertuje na 7-dehydrocholekalciferol. Ziskany provitamin se méni na vlastni
vitamin Ds;. Poté probiha hydroxylace 25. uhliku v jaterni tkani, kdy vznika 25-
hydroxyvitamin Ds (kalcidiol). Reakce je katalyzovana 25-hydroxylazou a
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zajiStovana systémem cytochrom P450 (pfedev§im izomery CYP2DII, CYPD25,
CYP3A4 a CYP2R1). Nasleduje hydroxylace prvniho uhliku katalyzovand 1la-
hydroxylazou, ktera probiha v ledvinach a pfi které vznika 1,25-dihydroxyvitamin D3
(kalcitriol), jez je povazovan za aktivni formu vitaminu D. Tato reakce je
stimulovana parathormonem a/nebo nizkou koncentraci vapniku ¢i fosforu v plasme.
Hydroxylace prvniho uhliku probihd i jinde (pt. v kizi, kostni tkdni, makrofazich
aj.). Na inhibici probihajicich reakci se podili vysoké hladiny kalcia a fosfatu a také
1,25-dihydroxyvitamin Ds. Podobny mechanismus pifemény ma i vitamin D,
[Vavrova, 2007; Bayer, 2008].

Metabolismus vitaminu D

e

———» Kalcidiol
25-hydroxyldza

24-hydroxyldza

\ 1-hydroxyldza
vitamin D Kalcitriol 24,25-(0H),-D
/"\ 1,25-(OH),-D
GIT

cholekalciferol

KOZE |, ey

V zéieni

UV zdfeni \ cholekalciferol
7-dehydro-cholesterol ergokalciferol m

Obr. ¢. 3: Metabolismus vitaminu Dj

(zdroj: http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=8255

http://www.fitnesseverywhere.me/eat-well-article/all-you-need-to-know-about-vitamin-d/)

1.2.1.2. Funkce

V poslednich letech je vitamin D nejCastéji spojovan se stimulaci kostni
tkané, kdy plsobi na aktivitu osteoklastli, resorpci mineralii tubuly ledvin a jejich
absorpci stfevni sliznici (tz. Ze reguluje homeostazu kalcia a fosforu, zvysSuje

produkci proteinu, ktery pomaha piesunu kalcia ze stfeva do bun¢k stfevniho epitelu,

23


http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=8255
http://www.fitnesseverywhere.me/eat-well-article/all-you-need-to-know-about-vitamin-d/

Bakalarska prace

odkud se dostavd do systémové cirkulace). U vitaminu D byly také zjiStény
protinadorové efekty, tim ze je schopen zvySovat diferenciaci a snizovat proliferaci
bunék. Stimuluje apoptézu nadorovych bunéénych linii. Ma vliv jiz na prekancerdzy.
Byl téZ potvrzen vztah mezi expozici na slunci a vyskytem nékterych chorob jako je
napt. karcinom mocového méchyte, karcinom jicnu ¢i karcinom zaludku atd. [Bayer,
2008; Palicka, 2011; Vesely, 2013].

Vitamin D tlumi autoimunitni pochody. Potlacuje autoimunitni
encefalomyelitidu. Snizuje incidenci diabetes mellitus, jelikoz akceleruje preménu
proinzulinu na inzulin a zvySuje citlivost tkani na inzulin. Piisobi na zlepSeni projevt
lupusu, prodluzuje pteziti Stépu po transplantaci a ma vliv na systém renin-
angiotensin, ¢imz potlacuje riziko vzniku hypertenze. Bylo dokazano, ze ¢im je delsi
vzdalenost od rovniku, tim vice se vyskytuji pacienti s hypertenzi. Nékteré studie
potvrdily mozny vztah mezi vitaminem D a vyskytem hypertenze, jiné studie tento
vztah nepotvrdily. Z toho vyplyva, Ze hypertenzi nelze 1é¢it suplementaci vitaminu D
[Cepova, 2/2013; Nair and Masseh, 2012]

Vitamin D je také spojovéan s rizikem vyskytu kardiovaskuldrnich chorob,
jelikoZ u mnoha pacientd, kteti prodélali ischemickou chorobu srde¢ni nebo kardialni
selhéni, byla nalezena nizka hodnota vitaminu D. Pacienti, ktefi maji nizkou hodnotu
vitaminu D a prodélali srde¢ni selhani, maji zvySené riziko Gmrti na toto selhdni
V porovnani s pacienty, ktefi sice srde¢ni selhani prod¢lali, ale maji hladinu vitaminu

D v normé [Vesely, 2013; Nair and Masseh, 2012 ].

1.2.1.3.  Doporucené denni davkovani

DDD vitaminu D se lisi dle pohlavi a v€ku. Zatim nejsou celosvétové dany
stejné hodnoty DDD. Pro dospélé by mél byt denni piijem alesponn 20 pg (tz. 800
IU). V letnich mésicich je dulezité zahrnout i pobyt na slunci. Expozice na slunci
dvakrat tydné po dobu asi 20 minut by mé¢la zahnout DDD. Jednotlivé publikace se
lisi vDDD, zde je uvedeno DDD dle Endokrinologické spole¢nosti [Cepova,
2/2012].
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Vek Celkova populace (IU/den) | Rizikova populace (IU/den)

DDD Horni limit DDD Horni limit
0 - 6 mésicu 600 1000 600 - 1000 2000
7 - 12 mésicu 600 1500 600 - 1000 2000
1-3roky 600 2500 600 - 1000 4000
4 -8 let 800 3000 600 - 1000 4000
9-18 let 800 4000 600 - 1000 4000
19 - 70 let 800 3000 600 - 1000 4000
nad 70 let 800 4000 600 - 1000 4000

Téhotné a kojici
14 - 18 let 600 - 800 4000 600 - 1000 4000
19 - 50 let 800 - 1000 4000 1500 - 2000 10 000

Tab. ¢. 2: DDD dle Endokrinologické spole¢nosti

1.2.14.

Fyziologické hodnoty

Doporuc¢ené referen¢ni rozmezi vitaminu D je 75 — 250 nmol/l (to odpovida

20 ng/ml). Jelikoz se vétSina populace nachazi pod hranici 75 nmol/l, byla hladina

referenCni rozmezi vitaminu D upravena na 50 — 250 nmol/l. Avsak hodnotu mezi 50

— 75 nmol/l mizeme hodnotit jako insuficienci. Pod 50 nmol/l mluvime o deficitu

vitaminu D. Dostate¢na hladina vitaminu D je 75 — 250 nmol/l. Nadbytek vitaminu D

se pohybuje v rozmezi 250 — 375 nmol/l. Intoxikace je popisovana od 375 nmol/l

[Cepova, 2/2012].

vitamin D vitamin D
(nmol/l) (ng/ml)
deficit pod 50 pod 20
insuficience 50-75 21-29
dostatecnost 75 - 250 30-100
nadbytek 250 - 375 101 - 150
intoxikace nad 375 nad 150

Tab. ¢. 3: Rozdé€leni hladin vitaminu D
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1.2.1.5.  Deficit, predavkovani a jejich klinické projevy

Deficit vitaminu D v USA a Evrop¢ postihuje odhadem 30 — 50 % populace.
Jedna se o velmi zavazny problém. Nedostatek vitaminu D mtize zplsobit mnoho
pricin. Lidé Casto nepobyvaji na slunci dostatecné dlouho, jelikoz se obavaji rizika
vzniku karcinomu kize. Pokud jsou vystaveni slune¢nimu svitu, pouzivaji krémy
s vysokym faktorem ochrany pifed UV zafenim (SPF — Sun Protection Factor) a tudiz
neumozni pfeménu 7-dehydrocholesterolu v kizi. Krém s faktorem SPF 15 absorbuje
az 93 % dopadajiciho slunecniho zafeni. V né€kterych zemich svéta pftispiva
k nedostatecné preméné vitaminu D v kiizi zahalovani téla jako napt. v muslimskych
zemich, kde Zena chodi pouze zahalena [Cepova, 3/2011].

Dalsim dulezitym aspektem je nedostatecny pfisun vitaminu D z jiného zdroje
nez ze slunecniho svitu tykajiciho se hlavné zimniho obdobi, kdy je slune¢niho svitu
podstatné méné a je nedostateCny. Lidé Casto v zimnim obdobi podceiiuji piijem
vitaminu D, proto pfi hodnoceni hladiny vitaminu D musime brat zfetel na praveé
probihajici obdobi.

Deficit vitaminu D mtize doprovazet n€které nemoci. Deficit vitaminu D
nalézame Casto u pacientll s celiakii, onemocnénim stfev (pf. onemocnéni typu
Crohnovy choroby) nebo u chronického selhani ledvin, kdy dochéazi ke snizené
hydroxylaci vitaminu D na aktivni metabolit. Déle trvajici mirnéjsi saturace dava
riziko vzniku autoimunitnich chorob.

Pfedavkovani mize nastat u lidi, jez pfijimaji davky 20 — 40 000 IU po dobu
nékolika tydnd. Klinické pfiznaky intoxikace se projevuji tnavou, nechutenstvim,
bolestmi hlavy, nauzeou, zvracenim, polyurii a polydipsii vedouci k dehydrataci. U
davkovani vitaminu D se musi brat zietel na zdravotni stav pacienta. U nemocnych
s granulomatéznim onemocnénim dochazi k nekontrolovatelné konverzi 25-
hydroxyvitaminu D na kalcitriol. U primarni hyperparathyredzy je téZ zvySena
produkce kalcitriolu. To zpisobi poruchu kalciové homeostazy. Pokud je hladina
celkového plazmatického kalcia vyssi jak 3,0 mmol/l je nutné zah4jit 1écbu [Bayer,

2008; Cepova, 3/2011].
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1.2.2. Vitamin K

Vitamin K patii do skupiny naftochinoli. Vitamin K ma dvé zakladni formy.
Fylochinon (vitamin Kj) je rostlinného ptivodu, ktery nalézame v listové zelening,
fasach, rostlinnych olejich, s6jovych bobech ¢i rajéatech. Vitamin K; je povazovan
za zakladni transportni formu. Zatimco menachinon (vitamin Kj) je produkovan
sttevnimi bakteriemi a mizeme ho ziskat z zivo¢iSnych zdroji jako napft. z hovézich
jater, masla, zloutkd ¢i syra. V pfipad¢ vitaminu K; se jedna o nenasycenou
polyprenoidni formu. Vitamin K, se muze d¢lit dle poctu opakujicich se
izoprenovych jednotek. Jednotlivé podtypy oznacujeme zkratkou MK a ¢islem, které
znaci pocet izoprenovych jednotek (napt. MK-4, MK-6...). Dalsi typ vitaminu K je
synteticky pfipraveny, jez nazyvame menadion (vitamin K3). Vitamin K3 je v Ceské
republice zakazany podavat, jelikoz ve vysokych davkach u lidi mize zpisobit
poskozeni organismu (napft. rozpad Cervenych krvinek). Vitamin K je stabilni vici
teplu a redukénim agens a nestabilni viici oxidaci, kyselindm, louhtim a svétlu. Jeho
nazev je odvozen od koagulace, tedy srazeni [Bayer, 2008; Vavrova, 2007; Food

standards agency; Alternative Medicine Review 3/2009; Shearer, 1995].

Vitamin K,

Obrazek ¢. 4: Struktura vitaminu K; a vitaminu K,

(zdroj:http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089990070600222X)
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1.2.2.1. Metabolismus

Méné jak 50 % celkovych télesnych zasob se ziska pomoci produkce
sttevnich bakterii, touto cestou se produkuje vitamin K. Zbytek vitaminu K télo
pfijima z potravy. Vitamin K je resorbovan v tenkém a tlustém stfevé. Vitamin
pfijaty potravou je asi z10 — 80 % resorbovan. Ke spravné absorpci je dulezita
pfitomnost zlu¢ové kyseliny. Absorpce vitaminu K probiha ptes lymfu. Dale se krvi
transportuje do jater. V jatrech se skladuji fylochinony, ale vétsi prevahu maji
menachinony zhruba 1:9. Vitamin K se uklada v jatrech a jeho zasoby jsou omezené.

Proto je dilezité vitamin K stale dopliiovat [ Vavrova, 2007; Bayer, 2008].

1.2.2.2.  Funkce

Vitamin Kma zasadni funkci v hemokoagulaci, protoze se tcastni tvorby
hemokoagula¢nich faktorG — faktor II, VII, IX, X. Hemokoagula¢ni faktory se
syntetizuji v jatrech. Pfi poSkozeni jater mize nastat riziko krvaceni z nedostatku
hemokoagula¢nich faktord. Inhibitorem G¢inku vitaminu K v hemokoagulaci je tzv.
antikoagulancium (tj. 1éky ptsobici proti krevni srazlivosti).

Vliv ma samoziejmé 1 na kostni hmotu. Vitamin K ma funkci kofaktoru pro
enzym katalyzujici karboxylaci kyseliny glutamové na gama-karboxyglutamovou.
Tato reakce je dulezitd pro aktivni navazani kalcia a fosfolipidi na proteiny.
V kostech existuji vitamin K dependentni proteiny naptiklad osteokalcin, protein
podilejici se na ukladani kalcia do kosti. Syntéza osteokalcinu zavisi na hladiné
kalcitriolu. U postmenopauzalnich Zen se podanim vitaminu K zpomali tbytek kostni
hmoty v bederni patefi. Vitamin K ma téz vliv na efektivitu substituce kalciem a
vitaminem Dj, pomaha také pii 1écbé bisfosfonaty. Také se podili na oxidativni
fosforylaci. Vitamin K; ma nejsilngjsi gama-karboxylovou aktivitu.

U vitaminu Kbyl pozorovan ochranny vliv na mekké tkan€. Vitamin
K zabranuje kalcifikaci mékkych tkani a snizuje hladiny cholesterolu, tudiz eliminuje
riziko vzniku aterosklerdzy a snizuje riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. Dalsi
dulezity ucinek vitaminu Kbyl prokdzan in vitro na lidské osteosarkomatozni
bunécné kultute. Jednd se o antikancerdzni efekt. Vitamin K miiZe zastavit bunécny

cyklus v GO-G1 fazi. Vitamin K3 je schopen zpusobit apoptozu leukemickych bunék
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a bun¢k hepatomu. Vitamin K dokaze prodlouzit dobu preziti pacienta s akutni
myelocytarni leukémii.

Funkce vitaminu K miZze byt negativné ovlivnéna také vysokymi davkami
vitaminu A a E nebo po podéani nékterych antibiotik, které¢ tlumi stfevni produkci
vitaminu K. Vysoké davky vitamini A a E plsobi jako antagonisté vitaminu K (maji
vliv na vstiebavani vitaminu K stfevem a na inhibici karboxylazy) [Fojtik et al.,

2009; Zofkova, 2010; Fajfrova, 2011; Both et al., 2008; Theuwise et al., 2012].

1.2.2.3.  Doporucené denni davkovani

V literatufe najdeme bud’ 80 — 100 pg/den nebo 1 pg/kilogram télesné
hmotnosti. ZvySend potieba DDD nastdva v puberté, u téhotnych a kojicich Zen.
Z preventivnich divodu se vitamin K podava i novorozenciim v ddvce 1 mg. Davka
se opakuje jedenkrat tydné v obdobi prvniho mésice Zivota a u plné kojenych déti
jesté jedenkrat mésicné do pul roka Zivota ditéte, jelikoz matefské mléko je chudé na
vitamin K. Uméla vyZiva je obohacena vitaminem K. Podéani vitaminu K zvySuje
koncentraci protrombinu, prokonvertinu a faktor IX a X [Vavrova, 2007; Fajfrova,

2011].

1.2.2.4. Fyziologické hodnoty

Fyziologické hodnoty se v literatute 1i$i. Zde je uvedena jedna z moZnosti
rozmezi 0,1 — 3,2 ng/ml [Kraemer, 2012]. Mummah-Schendel a Suttie publikovali
¢lanek o koncentraci fylochinonu méfeného u testované dospélé populace, dospéli

k hladin¢ 1,3 + 0,64 (SD) ng/ml [Mumah-Schnedel a Suttie, 1986].

1.2.25.  Deficit, predavkovani a jejich klinické projevy

Nedostatek vitaminu K se ¢asto vyskytuje u novorozencu, jelikoz nemaji
dostatecné osidlené stfevo bakteriemi, které vitamin K produkuji. U déti a dospélych
je nedostatek spojovan s poskozenim mikroflory stfeva pt. uzivanim Sirokospektrych

antibiotik. MuZe také doprovazet autoimunitni onemocnéni jako je napftiklad
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celiakie. Nedostatek vitaminu Kvede Kkporuse hemokoagulace, nastava
hypoprotrombinemie, klesa syntéza prokonvertinu v jatrech, prodluzuje se
protrombinovy cas (tzv. Quicktv ¢as). Ne vzdy je klinickym ptiznakem krvaceni.
Predavkovani se Casto nevyskytuje. Tyka se spiSe pacientti, ktefi nadmérné
konzumuji piipravky bohaté na vitamin K. Z potravy se nelze predavkovat.
Intoxikaci provazi bolesti hlavy a nechutenstvi. U nedonoSenych déti a novorozenct
s deficitem glukoza-6-fosfatdehydrogendzy se mohou vysoké davky projevit
hyperbilirubinémii a jaternim ikterem. ZvySena hladina vitaminu K vyvolava tvorbu

krevnich srazenin [Bayer, 2008].

1.3. Metody stanoveni vitaminu D

Prvni metoda na stanoveni vitaminu D byla popsana v 70. letech 20. stoleti.
Byly to metody =zaloZzené na principu chromatografie. Roku 1985 byla
radioimunoanalyza (RIA) uznana védeckou spole¢nosti metodou vhodnou pro
klinické pouziti na stanoveni hladiny vitaminu D. Pozd¢ji byly pouzity dalsi metody
jako enzymova imunoanalyza (EIA) nebo chemiluminiscen¢ni imunoanalyza. V roce
2004 se zacala pouzivat kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS) pro stanoveni vitaminu D. S rostoucim poctem
pozadavkl na stanoveni vitaminu D ptfibyva studii, které zkoumaji dal$i metody
stanoveni. Nejcastéji se stanovuje metabolit 25-OHvitaminu D, ktery je v krvi v

dostate¢né koncentraci [Fuchsova, 2013; Friedecky, 2012].

1.3.1. Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na principu reakce antigen-protilatka.
Tyto metody mizeme délit dle pouzivané znacky a méfeného signalu na RIA, EIA,
luminiscenéni analyzu a fluoroimunoanalyzu. RIA je citliva metoda, které pouziva
znaceni %I, ktery slouzi jako gamma zafi¢ [Stern, 2011].

Dle autort Hollis et al. se mohl vitamin D stanovovat metodou RIA za
pouziti znageni **°I. Ke vzorku bylo pridéno 25 pl 25-OHvitaminu D a '®I-znageny
derivat vitaminu D. Poté se ptidal 1,0 ml primarniho antiséra, vzorek se promichal a
inkuboval 90 min pifi pokojové teploté. Po inkubaci bylo pfiddno 0,5 ml
sekundarniho antiséra a prob¢hla dalsi inkubace trvajici 20 minut. Poté se vzorek
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odstiedil pti 2000 g po dobu 20 minut. Supernatant byl analyzovadn gamma zéafenim.
Nevyhoda této metody spocivala v zkiizené reakci vitaminu D a jeho metabolita.
Vysledky byly porovnavani s HPLC (vysokoucinnd kapalinova chromatografie)
metodou s UV detekei pti 264 nm [Hollis, 1993].

Tuto metodu dnes vyuziva mnoho kit napt. jeden z uvedenych je od firmy
DiaSorin Inc., ktery pouzivali autofi Safarin et al. Jedna se o nepiimy dvou-krokovy
test na stanoveni 25-OHvitaminu D. Nejprve probihd extrakce na fazi kapalina-
kapalina (LLE liquid-liquid extraction), kdy k 50 ul plazmy je piidan acetonitril.
Druhy krok zahrnuje vlastni imunochemicky test, ve kterém 25-OHvitamin D
pfitomny v plazm¢ soutézi o misto s 1251 znacenym 25-OHvitamin D. Pfidana
primarni protilatka je specificka pro 25-OHvitamin D, i 25-OHvitamin Ds a jeji
inkubace se vzorkem trva 90 minut. Sekundarni protilatka slouzi k precipitaci
vazaného materialu. Jeji inkubace trva 20 minut. Po inkubaci se vSechen ptebytecny
material ze vzorku vymyje a zbyvajici srazenina se detekuje pomoci gamma zéfteni.
Vyse gamma zafeni je nepfimo imérna koncentraci 25-OHvitaminu D ve vzorku
[Sarafin et al., 2011; 25-Hydroxyvitamin D *° RIA Kit].

Tataz studie provedla analyzu i pomoci chemiluminiscencni imunoanalyzy.
Zde se jedna o pifimou kompetitivni imunoanalyzu, ktera pouziva 25-OHvitamin D
konjugovany s izoluminolovym derivatem k soutéZeni o misto s 25-OHvitaminem D
Vv plazmé. Studie pouzivala kit firmy DiaSorin Inc. U prvni inkubace dochézi
k navazani 25-OHvitamiinu D na magnetickou castici, ktera je potazena protilatkou.
Tato protilatka je specificka pro 25-OHvitamin D3 i 25-OHvitamin D,. Inkubace trva
10 minut a poté se ptida konjugovany 25-OHvitamin D a znova se inkubuje 10
minut. Poté jsou magnetické ¢astice promyty a ke zbylému vzorku se ptida startovaci
¢inidlo, které slouZi k zahajeni svételné reakce, jez se méfi fotonasobicem. MnoZstvi
naméfeného svétla je nepfimo tmérné koncentraci 25-OHvitaminu D ve vzorku.
Tato metoda pouzivala dvou bodovou kalibraci [Sarafin et al., 2011].

Hlavni nevyhodou imunochemickych metod je neodliseni 25-OHvitaminu Ds
od 25-OHvitaminu D, a také zkfizené reakce mezi jednotlivymi metabolity vitaminu
D. U imunochemickych stanoveni si musime také davat pozor na vyskyt interferenci.
Vyhodou téchto metod je financni dostupnost a technickd nenaroc¢nost [Friedecky,

2012].

31



Bakalarska prace

1.3.2. Chromatografické metody

Jelikoz imunochemické metody nerozliSuji stanoveni 25-OHvitaminu D; a
25-OHvitaminu Dg, byla snaha védca vytvorit metodu, ktera tyto analyty od sebe
odlisi. Metoda, ktera je srovnatelnd s imunochemickymi metodami, je kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii. LC-MS/MS dosahuje
piesnéjSich vysledkl stanoveni nez imunochemické metody [Friedecky, 2012].

Dalsi chromatograficka metoda, kterou Ize odlisit 25-OHvitamin D3 od 25-
OHyvitaminu D, je vysokouc¢inna kapalinova chromatografiec (HPLC). Dle autort
Kand’ara a Zakové je pii piipravé vzorkt pouZito SPE (solid phase extraction)
kolonek. V této studii se pouziva plazma ke stanoveni 25-OHvitaminu D3 a 25-
OHvitaminu D, ktera se uchovava pii cca — 80 °C. Jako vnitini standard (IS) byl
pouzit retinol acetat. Vzorek obsahoval 500 ul plazmy a 10 pl IS a byl extrahovan 10
minut. Poté bylo ptfidano 500 pl etanolu a vzorek byl inkubovén pii 4 °C po dobu 10
minut. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan (22 000 g, 10 min.) a supernatant byl
filtrovan pies nylonovy filtr (0,2 um). SPE kolonky byly promyty metanolem a
aplikovala se na né smés etanol-voda (1:3, v/v). Prutok ptes kolonky byl 1 ml/min,
tohoto pritoku bylo dosazeno centrifugaci (760 g, 2 min., 4 °C). Nasledné byl na
kolonky aplikovén filtrovany supernatant rozpustény v 700 pl deionizované vody.
Dale probihd LLE, kdy se k 700 pl vzorku pfidaji 2 ml hexanu a vzorek je
extrahovan 5 minut. Poté nasleduje centrifugace (5000 g, 4 °C, 5 min.). Extrakce
probiha tiikrat a vysledna kombinace extrakti je vysuSena proudem dusiku. Odparky
jsou rozpustény v 200 pl deionizované vody. Vzorek je nastiikovan na kolonu.
Mobilni faze (MF) v této studii obsahuje 95 % metanolu v deionizované vodé¢ (v/v).
Priitok byl nastaven na 0,5 ml/min. a vlnova délka na 264 nm. Vyhodou této metody
je mozné oddéleni 25-OHvitaminu D3 od 25-OHvitaminu D, [Kand’ar a Zakova,
2009 ].

Autofi Turpeinen et al. publikovali jinou pfipravu vzorku neZ pifedchozi
autori, ktera také dokaze oddélit 25-OHvitamin D3 od 25-OHvitaminu D,. V tomto
pfipadé¢ byl zvolen vétsi pratok, tj. 1 ml/min a MF tvofilo 760 ml metanolu
rozpusténého ve vodé na celkovy objem 1 litr. Vlnova délka zlstala nezménéna.
Analyza vzorku na pfistroji Agilent 1100 (Agilent Technologies) trvala 23 minut.
Pokud vzorek obsahoval méné jak 5 g/l hemoglobinu ¢i 100 pmol/l bilirubinu,

nedochazelo k zadnym interferujicim pikam [Turpeinen et al., 2003].
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V této bakalarské praci se stanovuje 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D,
pomoci metody HPLC s UV detekci za pouziti kitu od firmy Recipe.

Nejveétsi  celosvétovy problém se stanovenim vitaminu D je nizka
porovnatelnost jednotlivych metod jak v rédmci jedné laboratofe, tak 1 pfi
mezilaboratornim porovnani. Zatim nebylo vyvinuto stanoveni, které by bylo

srovnatelné se vSemi dneSnimi metodami [Friedecky, 2012].

14, Metody stanoveni vitaminu K

Nalezené studie na stanoveni vitaminu K S dostatecnou validaci zahrnuji
chromatografické metody.

Autofi Haroon et al. pouzivali LC s fluorescencni detekci, kde stanovuje
vitamin K; v plazmé. Plazma byla ziskana z krve s piimé€si EDTA
(etylendiamintetraoctova kyselina) slouzici jako antikoagula¢ni c¢inidlo. Vzorky
plazmy byly uchovany v zabalenych zkumavkach pii cca -20 °C. Po rozmrazeni bylo
pouzito 0,5 — 1,0 ml plazmy, ke které bylo pfidano 1,75 ng dihydro-vitaminu K; v
etanolu (0,02 ml), ktery ptedstavoval IS. Denaturace proteinti obsazenych v plazmé
probihd pomoci pfidani 2 ml etanolu, lipidy jsou extrahovany pfiddnim 6 ml hexanu.
Po promichéni a centrifugaci (3500 g, 5 min) byl supernanat, ktery obsahoval
vitamin Ky, IS a dalsi lipidy, odpafen. Pro odstranéni polarnich lipidi studie pouzila
Sep-Pak kolonky (Waters). Pro eluci potiebného vzorku bylo pouzito 8 ml smési,
ktera se skladala z 30 ml dietyléteru doplnéného do 1 litru hexanu. Poté byl vzorek
odpafen a rozpusStén v 1,0 ml hexanu. Do vzorku byly pfidany 4 ml smési ze 70
mmol/l chloridu zine¢natého, 30 ml kyseliny octoveé a 970 ml acetonitrilu. Dale bylo
pfidano 5 — 10 mg zinku. Smés se dikladné promichala a zcentrifugovala.
Supernatant obsahoval lipidy. Potfebnéd byla niZsi vrstva, kterd obsahovala vitamin
K; a kterd byla odpafena a rozpu$téna v 6 ml hexanu. Poté byly pfidany 2 ml vody.
Vzorek byl promichéan a odstfedén. Supernatant obsahujici vitamin K3 byl odpaten za
proudu vzduchu pii teploté¢ 60 °C. Vzorek byl rozpustén v 250 ul MF (200 ml
dichlormetanu, 800 ml metanolu, 5 ml smési obsahujici 2,0 mol/l chloridu
zine¢natého, 1,0 mol/l octanu sodného a 1,0 mol/l kyseliny octové) a nastfikovan na
kolonu. Analyza vzorku probihala na chromatografickém systému od firmy Waters.

Fluorescence probihala pfi excitacni vinové délce 248 nm a emisni vinové délce 418
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nm. Pritok byl nastaven na 1,0 ml/min. Byl pouZit postkolonovy reaktor obsahujici
zinkovy prasek [Haroon et al., 1986].

Dale je mozno stanovit vitamin K pomoci metody HPLC s hmotnostni
spektrometrii. Jedna se o metodu, u niz bylo pouzito znaceni fylochinonu pomoci
deuteria. Tato metoda ukazuje méfeni neznaCeného a znafené¢ho fylochinonu
soucasné [Fu et al., 2009].

Na trhu je v dnesni dobé dostupny kit od firmy Immundiagnostik, ktery
stanovuje vitamin K; pomoci metody HPLC s fluorescen¢ni detekci. Metoda vyuziva
post-kolonovy reaktor [Vitamin K; HPLC Kit].

V této bakalaiské praci byl pouzit postup publikovany v ¢lanku autorQ
Marinova et al., kde se pouzivd HPLC metoda s fluorescencni detekci. Jednd se o
obdobny postup, ktery provedl Haroon et al., ale tato publikace pouziva sérum
namisto plazmy [Marinova et al., 2011]. Dale byl pouzit postup publikovany
v ¢lanku autort Wang et al.,, u nc¢hoz byla taktéZ pouzita metoda HPLC
s fluorescenéni detekci [Wang et al., 2004]. Poté¢ byl také pouzit kit firmy

Immunodiagnostik, ktery jako jediny ve svété dodava kit na stanoveni vitaminu Kj.

14.1. Imunochemické metody

Zatim nebyly publikovany metody, které by umoznovaly stanoveni vitaminu

K's dostacujici validaci [Vavrova, 2007].
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2. CILE

1. Zavést a validovat metodu pro stanoveni 25-OHvitaminu D3 a 25-

OHvitaminu D, v séru.

2. Porovnani vysledki méfeni vitaminu D u pacientskych vzorkt

ziskanych pomoci HPLC a imunochemického stanoveni.

3. Vyvinout a validovat metodu pro stanoveni vitaminu K; a K, v séru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.  Material a metody
3.1.1 Pristroje

- HPLC sestava Agilent 1200 (Agilent Technologies)
o Degasser
o Kvartérni Cerpadlo
o Autosampler
o Termostat kolony
o Detektor DAD
o Detektor FLD
o software Chem32 (Agilent Technologies)
- Analytické vahy (Adventurer' V'Pro)
- Centrifuga (Ependorf 5417R)
- Susicka s ptivodem dusiku (Ecom)
- Ttepacky (Velp, Scientifica; LT2)
- Vyrobnik supercisté vody pro HPLC (TKA- Smart2Pure, Germany)
- Analyzator Abbott Architect i4000SR (Abbott)

Vakuova odsavacka vzorku (Sigma-Aldrich)

Obrazek ¢. 5: HPLC sestava Agilent 1200
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3.1.2. Ostatni material

automatické pipety BIOHIT
Spicky k pipetdm
sklenéné pipety
vialky
sklenéné inserty
laboratorni sklo (zkumavky, kadinky, ...)
kolona pro vitamin D — Analytical Column with test chromatogram (k. ¢. 35030)
ptedkolona pro vitamin D — Guard Column Holder (k. ¢. 35032)
kolona pro vitamin K
o kolona Agilent Eclipse Plus C18 3,0 x 150 mm, 5 pum (Agilent
Technologies)
o kolona Agilent Zorbax SB-C18 3,0 x 100 mm, 3,5 pum (Agilent
Technologies)
o kolona Agilent Zorbax Extend-C18 3,0 x 100 mm, 3,5 um (Agilent
Technologie)
> kolona C18 — Superspher RP 18,4 um, 125 x 4,6 mm (Superspher®)
postkolonovy reaktor pro vitamin K

SPE kolonky Sep-Pak Waters®

3.1.3. Reagencie

3.1.3.1. Reagencie pro HPLC

promyvaci roztok methanol-voda (1:1)
voda pro HPLC

3.1.3.2. Reagencie pro vitamin D

HPLC Complete Kit 25-OH-Vitamin D2/D3 in Plasma and Serum (ClinRep®)
> mobilni faze (k. & 35010)
o IS Internal Standard (k. ¢. 35012)
o Serum Calibrator, lyophil. (k. ¢. 35013)
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o Test Solution, lyophil. (k. ¢. 35014)
o Precipitant (k. ¢. 35021)
> ClinChek® Control - Level I, Level II (k. &. 35082)

3.1.3.3. Reagencie pro Abbott Architect

- 25-OH Vitamin D Reagent Kit (Abbott, k. ¢. 3L5235)
- 25-OH Vitamin D Controls (Abbott, k.¢. 3L5210)

- 25-OH Vitamin D Calibrators (Abbott, k. ¢. 3L5201)
- Pre-Trigger (Abbott, k. ¢. 6E23-65)

- Trigger (Abbott, k. ¢. 6C55-60)

- Concentrate Wash Buffer (Abbott, k. ¢. 6C54-58)

3.1.3.4. Reagencie pro vitamin K

- octan zine¢naty (Sigma-Aldrich)

- zinek, prasek 99,995 % (Sigma-Aldrich)
- chlorid zine¢naty (Merck)

- 2-propanol (Sigma-Aldrich)

- acetonitril (Sigma-Aldrich)

- diethylether (Sigma-Aldrich)

- methanol (Sigma-Aldrich)

- kyselina octova (Penta)

- octan sodny (Penta)

- ethylalkohol (Penta)

- hexan (Sigma-Aldrich)

- dichlormethan (Sigma-Aldrich)

- fylochinon K; (Sigma-Aldrich)

- menachinon K; (Sigma-Aldrich)

- Vitamin K; HPLC (Immundiagnostik)

o INTSTD
o CTRL1
o CTRL2
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3.1.4. Piiprava reagencii pro vitamin D

3.1.4.1. Piiprava kalibra¢nich roztoku

Ze zasobniho kalibra¢niho roztoku, ktery byl soucésti kitu pro stanoveni 25-
OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D,, bylo pfipraveno 5 standardnich roztoku o
koncentraci 17,88; 35,75; 71,5; 143; 246 nmol/l pro 25-OHvitamin D3 a 16,25; 32,5;
65; 130; 260 nmol/l pro 25-OHvitamin D,.

Objem . . 2 2
Kalibratni | zésobniho | Objem HPLC k;’nycséﬁg‘;ie kg’n-‘/cséﬁfrgz .
ML lizlzlx)mkslzﬁ;) wdly (1) vitaminu D3 (hmol/l) | vitaminu D, (nmol/I)
1 125 825 17,88 16,25
2 250 750 35,75 32,5
3 500 500 71,5 65
4 400 0 143 130
5 800 0 286 260

Tabulka ¢. 4: Priprava kalibra¢nich roztokt

3.14.2. Piiprava kontrolnich roztoki

Kontrolni roztoky byly dodany ve dvou koncentrac¢nich hladinach, které byly
znaeny jako Level I (nizkd hladina) a Level II (vysokd hladina). Kontroly se
rozpustily ve 2 ml HPLC vody a mirné se promichavaly po dobu 15 minut. Rozmezi

koncentraci jednotlivych hladin je uvedeno v tabulce.

Kontrol 25-OHvitamin D3 | 25-OHvitamin D,
YI' (amoln) (nmol/l)
Level | | 49,4-739 39,3-59,1
Level II 177 - 267 159 - 239

Tab. ¢. 5: Piehled rozmezi koncentraci kontrolnich roztokt
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3.15. Priprava vzorki s vitaminem D pro analyzu

Vzorky pacienti byly do laboratofe doruceny v zabalenych plastovych
zkumavkach s akceleratorem srazeni (Vacuette) a byly uchovany v mrazicim boxu
pii cca -70 °C pro pozdéjsi pouziti. Do plastovych vialek bylo napipetovano 500 pl
Precipitantu a k nému bylo ptidano 400 pl vzorku (sérum, kontrola nebo kalibrator).
Dale byl ptidan vnitini standard o objemu 400 pl, ktery je uchovavan pii cca -18 °C.
Vzorky byly fadn€ uzavieny a promichany na vortexu po dobu 30 sekund. Poté byly
vlozeny do centrifugy a stoceny ptfi 10000 g po dobu 5 minut. Po stoCeni byl
odpipetovan supernatant do vialek se sklenénym insertem, odkud byl vzorek

nastfikovan na kolonu.

3.1.6. Chromatograficka analyza vzorki s vitaminem D
Chromatograficka analyza vzorkll probihala pfi prutoku mobilni faze 1,0
ml/min, tlaku 120 bart a teploté kolony 40 °C. Bylo nastfikovano 50 ul vzorku.
Vzorky byly detekovany pfi vinové délce 264 nm. Doba analyzy kazdého vzorku
trvala 12 minut. Po vyhodnoceni prvnich vysledki jsme se rozhodli, ze nastiik
upravime na 60 pl pro zvySeni odezvy. Ddle analyza probihala za stejnych
podminek. Retenéni ¢as 25-OHvitaminu D3 byl v 6. minuté analyzy, 25-OHvitaminu

D, byl v 7. minuté analyzy a IS byl v 8. minuté analyzy.

‘Elntegrmion ‘5}' Calibration l_ Signal Lr_ld_ Purity L Spectrum
JL [ £|Repnrt: Short Ea Y= -J|J|DAD1A, Sig=26...-13|03-0601.0) j,j”@ %| B (A A A RS %y L|

| DALY A, Sig=284.8 Ref=360,100 (WITAMIN DWALIBRACE VIT [ 2012-11-01 14-13-134008-0201.0)

Marm

25-OHDs 25-OH Dz I

i
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i
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&
o

Obr. €. 6: Analyza vzorku — kalibrator
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|[o501 ,55-25..-smom 001 ) =] R ahiw R i i, S

25-OH Ds 25-OHD:

Obr. €. 7: Analyza pacientského vzorku

o

Obr. ¢&. 8: Analyza pacientského vzorku (nélez pouze 25-OHvitamin D)
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3.1.7. Priprava reagencii pro vitamin K

Byly testovany tfi zptisoby detekce vitaminu K. Prvni zptisob probihal dle
publikace Marinova et al., druhy zpiisob dle publikace Wang et al. a poté byl jeste

testovan kit na stanoveni vitaminu K; od firmy Immundiagnostik.

3.1.7.1. Piiprava mobilni fize

Mobilni faze (MF) pro vitamin K dle publikace Marinova et al. se
pripravovala z 880 ml metanolu, 100 ml acetonitrilu, 1,1 g octanu zine¢natého, 10 ml
kyseliny octové a 10 ml vody. Dle publikace Wang et al. se pouzival gradient dvou
MF. MF A si piipravila z 994,5 ml metanolu a 5,5 ml roztoku, ktery byl tvofen 1
mol/l kyselinou octovou, 2 mol/l chloridem zine¢natym a 1 mol/l octanem sodnym.

Zatimco MF B obsahuje pouze 100% dichlormetan.

3.1.7.2. Piiprava zasobnich roztoku

Cisté standardy vitamint K; i K, byly dodany firmou Sigma-Aldrich. Vitamin
Ki pfedstavovala vazkéd tekutina, kterd byla kvantitativné nafedéna do 500 ml
etanolu. Vitamin K; v podob¢ bilého prasku byl navazen pro nafedéni do 100 ml
etanolu, kde navazka méla byt 0,020 g (redlna navazka byla 0,01965 g). Oba roztoky
(vitamin Kj i K3) byly fedény do vysledné koncentrace 200 ng/ml.

3.1.7.3. Piiprava standardnich roztoki

Na pfipravu standardnich roztokti bylo pouzito 100 pl zasobniho roztoku o
koncentraci 200 ng/ml a bylo pfidano 900 ul MF. Smésny standard se pfipravil z 790
ul MF a 100 pl zasobniho roztoku vitaminu K; a 100 pl zasobniho roztoku vitaminu
Kza 10 ul IS.

3.1.8. Priprava vzorki s vitaminem K pro analyzu

Z pacientskych vzorkli se odebere 500 pl séra a ptidd se 10 pl IS. Poté se do
kazdého vzorku pfidaji 2 ml etanolu a vzorek byl vlozen do tfepacky po dobu 30

sekund. Nasleduje pfidani 4 ml hexanu a opé€t vlozeni na tfepacku po dobu 5 minut.
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Po extrakci byly vzorky pfemistény do centrifugy a stoeny pti 3000 rpm po dobu 10
minut pii pokojové teploté. Po stofeni se supernatant napipetuje do Ccistych
sklenénych zkumavek a da se odpatit za piivodu proudu dusiku pii 50 °C. Odparené
vzorky jsou rozpustény v 2 ml hexanu. Na vakuovou odsavacku jsou piipevnény SPE
kolonky, pod kterymi je sbérnd zkumavka. SPE kolonky jsou aktivovany 3 x 3 ml
hexanu. Poté je na kolonku aplikovan vzorek rozpustény v hexanu, dale 2 ml hexanu
a znova 3 x 3 ml hexanu. Po tomto kroku se vymeéni sbérné zkumavky za zkumavky,
do kterych bude eluovan vzorek, a kolonky jsou plnény 3 x 3 ml 3% dietyleteru
V hexanu (v/v). Takto ptipraveny vzorek je odpafen pod proudem dusiku. Vysusené
vzorky se rozpusti v 60 ul 2-propanolu. Vzorek je vlozen do vialky se sklenénym
insertem a je nastfikovan na kolonu. Tato pfiprava probihala dle publikace Marinova
etal.

Ptiprava vzorku dle publikace Wang et al. se li$i. Z pacientskych vzorki se
odebere 0,1 — 0,5 ml séra (nebo plazmy), ptida se 20 ul IS a 1,0 ml etanolu. Vzorek
se 5 minut vortexuje. Poté se pfidaji 3,0 ml hexanu a vzorek je vortexovan 10 minut.
Po tiepani je vlozen do centrifugy a stocen pii 2500 rpm po dobu 5 minut. Na
vakuovou odsavacku jsou pfipevnény SPE kolonky, pod kterymi je sbérna
zkumavka. SPE kolonky jsou aktivovany Sesti ml hexanu. Poté je aplikovan
supernatant ze stoCenych vzorkd a znova 6 ml hexanu. Pro eluci vzorku je na
kolonky aplikovano 6 ml 3,5 % diethyletheru rozpusténého v hexanu (v/v). Vzorek
je odpaten a rozpustén v 25 ul dichlormetanu a 75 pl mobilni faze A. Vzorek je poté
nastfikovan na kolonu.

Piiprava vzorku dle kitu na stanoveni vitaminu K; pouZziva SPE kolonky, na
které jsou aplikovany 3 ml metanolu a 3 ml HPLC vody. K 1 ml vzorku (sérum,
kalibrator, kontrola) se pfida 10 pl IS a takto pfipraveny vzorek se aplikuje na
kolonky. Vzorek je eluovan do sklenénych zkumavek a jsou k nému pfidany 2 ml
precipitantu. Vzorek je vortexovan 1 minutu a poté je stocen pii 3500 g po dobu 10
minut. K supernatantu se pfidaji 4 ml extrakéniho roztoku a je extrahovan 2 minuty,
poté je opet stocen pii 3500 g po dobu 5 minut. Supernatant je vysuSen. Takto
pfipraveny vzorek je stabilni pfi teplot¢ 4 — 8 °C po dobu 8 dnil. VysuSeny

supernatant je rozpusStén v 150 ul mobilni faze a je nastiikovan na kolonu.
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3.1.9. Chromatograficka analyza vzorki s vitaminem K

Dle publikace Marinova et al. probihala chromatograficka analyza pti pratoku
MF 0,8 ml/min a teploté kolony 22 °C. Na kolonu bylo nastfikovano 40 ul vzorku.
Analyza probihala pfi 246 nm excita¢ni a 430 nm emisni vinové délce. Doba analyzy
vzorku byla 20 minut.

Dle publikace Wang et al. probihala chromatografickd analyza pii pritoku
gradientu MF 0,6 ml/min a teploté kolony 22 °C. Na kolonu bylo nastiikovano 45 pl

vzorku. Doba analyzy trvala 28 minut.

Dle publikace Wang et al. je tieba pii analyze vzorkii nastavit gradient MF.
Nejprve probihé analyza pii 95 % MF A a 5 % MF B po dobu 10 minut, poté 65 %
MF A a 35 % MF B po dobu 13 minut a kone¢na faze 95 % MF A a 5 % MF B po

dobu 5 minut.

¢as (min) | % A % B
0-10 95 5
10 - 23 65 35
23-28 95 5

Tab. ¢. 6: Piehled nastaveni gradientu MF

Dle kitu probihala chromatografickd analyza pti pratoku mobilni faze 0,9
ml/min a teploté kolony 30 °C. Na kolonu bylo nastiikovano 100 pl vzorku. Analyza
probihala pfi 248 nm excitacni a 418 nm emisni vlnové délce. Doba analyzy trvala

20 minut.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Kit pro vitamin D
Pro stanoveni vitaminu D byl pouzit kit od firmy Recipe®, ktery slouzi ke

stanoveni 25-OHvitaminu D, a 25-OHvitaminu D3 v plazmé ¢i séru metodou HPLC.

4.2. Validace metody pro vitamin D

42.1. Kalibrace

Byla pfipravena péti bodova kalibrace 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu
D,. Jednotlivé kalibracni roztoky byly pfipraveny v dubletu ze zasobniho
kalibra¢niho roztoku, ktery byl soucasti kitu. Kalibra¢ni roztok mél koncentraci 143
nmol/l pro 25-OHvitamin D3 a 130 nmol/l pro 25-OHvitamin D,. Kalibra¢ni roztoky
byly pfipraveny v koncentraci: 17,88; 35,75; 71,5; 143; 286 nmol/l pro 25-
OHvitamin D3 a 16,25; 32,5; 65; 130; 260 nmol/l pro 25-OHvitamin D,. Kalibra¢ni
kiivka byla linedrni v celém testovaném rozsahu. Pro vypocet koncentrace 25-
OHvitaminu D3 byla pouzita rovnice regrese y = 0,0031.x — 0,0235; kde y
predstavuje pomér plochy piku stanovovaného analytu ku IS a x koncentraci
stanovované latky. Hodnota regresniho koeficientu pro 25-OHvitamin D3 je 0,9989.
Pro vypocdet koncentrace 25-OHvitaminu D, byla pouZzita rovnice regrese y =
0,0029.x — 0,0215; kde y ptedstavuje pomér plochy piku stanovovaného analytu ku
IS a x koncentraci stanovované latky. Hodnota regresniho koeficientu pro 25-
OHvitamin D3 je 0,99861. Hodnota regresniho koeficientu udava miru rozptylu boda

kolem jednotlivych regresnich piimek.
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Calibration Curve
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Obr. ¢. 9: Kalibraé¢ni kiivka 25-OHvitaminu D3
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Obr. ¢. 10: Kalibra¢ni kiivka 25-OHvitaminu D,

4.2.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost je definovdna jako pfesnost méfeni vzorkll v sérii za
podminek opakovatelnosti. Mezi podminky opakovatelnosti patii ptiprava vzorki
toutéz osobou, méfeni vzorkll na témze pfistroji a se stejnou obsluhou, za stejnych
podminek v rdmeci jednoho dne. V této bakalaiské praci bylo pouzito méfeni vzorkt
ptipravenych z kontrolnich roztoki Level I a Level II (Recipe). Vysledky jsou
uvedeny Vv tabulkach ¢. 7 pro Level I (nizka hladina) a ¢. 8 pro Level II (vysoka
hladina). Z jednotlivych vysledki byl vypocitan pramér, smérodatna odchylka
vybérova (SD), varia¢ni koeficient (CV) a bias. Smérodatna odchylka piedstavuje

miru rozptyleni hodnot od primé&mé hodnoty. Cim je smérodatna odchylka nizsi, tim
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je méfeni preciznéj$i. Variaéni koeficient je podil smérodatné odchylky a primérné
hodnoty. Varia¢ni koeficient by nemél presahnout hodnotu 10 %. Na nizké hladiné
jsme dosahli CV 5,71 % (25-OHvitamin D3) a 2,94 % (25-OHvitamin D;). Na
vysoké hladin¢ jsme dosahli CV 1,72 % (25-OHvitamin D3) a 1,85 % (25-
OHvitamin D,). Vysledky uvedené v tabulkach ¢. 7 a ¢. 8 odpovidaji pozadavkiim

uspésné validace.

25-OH | 25-OH 25-OH | 25-OH
Level | | vit. D3 | vit. D, Level Il | vit. D3 | vit. D,
(nmol/l) | (nmol/l) (nmol/l) | (nmol/l)
1 60,2 46,2 1 218,2 | 190,3
2 68,1 46,1 2 211 182,4
3 63,3 46,0 3 207,2 | 180,4
4 66,9 46,4 4 210,5 | 186,3
5 65,2 49,1 5 211,3 | 186,2
6 69,2 45,5 6 206,8 | 181,6
7 63,8 47,8 7 207,2 | 183,3
8 65,1 49,9 8 2155 | 180,1
9 63,5 47,8 9 209,3 | 1815
10 65,5 46,9 10 216,1 | 181,6
11 56,3 48,6 11 214,2 | 176,1
12 64,8 47,8 12 210,1 | 1851
13 65,5 46,6 13 215,7 | 186,9
14 67,9 49,8 14 216,8 | 185,2
15 56,8 47,2 15 214,2 | 181,6
16 64 46,1 16 212,2 | 181,3
17 60,5 48,5 17 2054 | 1794
18 61,7 50,2 18 212,1 | 195,3
19 66,8 46,3 19 208,8 | 182,7
20 69,1 48,7 20 2119 | 1843
Pramér | 64,2 47,6 Pramér | 211,7 | 183,6
SD 3,6 1,5 SD 3,7 4,2
CV (%) 57 3,1 CV (%) 1,7 2,3
Bias (%)]| 4,2 3,3 Bias (%) 4,6 7,8

Tab. ¢. 7: Opakovatelnost — Level | Tab. ¢. 8: Opakovatelnost — Level Il

4.3.3. Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost ¢i métfeni série vzorkli za podminek reprodukovatelnosti.

Jednd se o poruseni jedné z podminek opakovatelnosti, napi. méfeni vzorki
47



Bakalarska prace

V nestejny den. V této bakalatské praci byla reprodukovatelnost provadéna na dvaceti
vzorcich pfipravenych z kontrolnich roztokd nizké a vysoké hladiny. VSechny
vzorky byly pfipraveny V jeden den, rozd€leny do vialek a ulozeny do mraziciho
boxu pfii cca — 18 °C. Kazdy den byla méfena jedna kontrola nizké hladiny a jedna
kontrola vysoké hladiny. VSechny vzorky byly méfeny na témze ptistroji se stejnou
obsluhou. Z vysledkd byl opét vypoc¢itan prumér, smérodatna odchylka vybérova,
variacni koeficient a bias. V tabulkach ¢. 9 a ¢. 10 jsou uvedeny vSechny namétené

hodnoty a vypocitané parametry.

25-OH | 25-OH 25-OH | 25-OH
Level | | vit. D3 | vit. Dy Level Il | vit. D3 | vit. D,
(nmol/l) | (nmol/l) (nmol/l) | (nmol/l)
1 62,5 49 1 208,9 | 177,3
2 62,1 50,0 2 218,4 | 184,7
3 61,6 44,8 3 193,2 | 169,0
4 65,3 43,2 4 206,4 | 1817
5 60,2 50,0 5 2151 | 1733
6 61,6 44,8 6 206,1 | 169,3
7 65,3 43,2 7 199,1 | 176,8
8 60,2 43,7 8 200,4 | 176,0
9 62,4 43,9 9 212,0 | 1675
10 58,3 45,8 10 210,8 | 166,7
11 57,2 46,7 11 200,2 | 168,8
12 61,5 50,5 12 2015 | 1737
13 61,3 45,4 13 206,2 | 175,2
14 61,6 48,1 14 222,7 | 1684
15 58,0 44,2 15 188,2 | 174,3
16 59,7 46,3 16 195,2 | 169,7
17 56,3 45,4 17 204,7 180,2
18 58,7 45,5 18 2055 | 1722
19 58,8 43,4 19 198,5 | 184,8
20 56,4 42,6 20 207,4 | 167,8
Pramér | 60,4 45,8 Pramér | 205,0 | 1739
SD 2,6 2,5 SD 8,4 57
CV (%) 4,2 54 CV (%) 4,1 3,3
Bias (%)] 1,3 6,9 Bias (%)] 7,6 12,6

Tab. ¢. 9: Reprodukovatelnost — Level | Tab. ¢. 10: Reprodukovatelnost — Level |1
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4.3.4. Spravnost

Spravnost Cili pravdivost predstavuje t€snost shody mezi priimérnou hodnotou
ziskanou z fady vysledkl a pfijatou referencni hodnotou. Mirou spravnosti je bias,
ktery odhaduje hodnotu systematické chyby. Hodnota bias byla vypocitana pro
opakovatelnost i reprodukovatelnost a je uvedena v kazdé tabulce ¢. 7 — ¢. 10.
Stiedni referen¢ni hodnota kontroly nizké hladiny byla 61,65 nmol/l (25-OHvitamin
D3) a 49,2 nmol/l (25-OHvitamin D;). Na vysoké hladiné¢ dosahovala stfedni
referen¢ni hodnota 222 nmol/l (25-OHvitamin D3) a 199 nmol/l (25-OHvitamin Dy).

Tabulky ¢. 7 - 8 uvadi hodnoty bias pro opakovatelnost. U nizké hladiny (tab.
¢. 7) hodnoty bias dosahovaly 4,02 % (25-OHvitamin D3) a 3,73 % (25-OHvitamin
D»). Tabulka ¢. 8 uvadi hodnoty bias pro vysokou hladinu, kde dosahovaly 4,38 %
(25-OHvitamin D3) a 7,98 % (25-OH vitamin Dy).

Tabulky ¢. 9 — 10 uvadi hodnoty bias pro reprodukovatelnost. Tabulka ¢. 9
uvadi hodnoty bias pro nizkou hladinu, kde dosahovaly 1,25 % (25-OHvitamin D3) a
6,14 % (25-OHvitamin D). Tabulka ¢. 10 uvadi hodnoty bias pro vysokou hladinu,
kde dosahovaly 7,55 % (25-OHvitamin D3) a 12,73 % (25-OHvitamin D).

4.2.5. Mez detekce

Mez detekce (LOD — limit of detection) je nejniz§i mnozstvi analytu ve
vzorku, které¢ mize byt detekovano a analyticky signal je odliSitelny od Sumu. Mez
detekce se zjiStuje analyzou tzv. slepého vzorku, ktery je tvofen chromatografickou
vodou. U slepych vzorkil byla odectena vySka Sumu a vypocita se primérna hodnota
Sumu. Mez detekce se vypocte z nize uvedeného vzorce z péti bodové kalibracni
kiivky.

— Yd

Xa=3"
1

Y4 — 3.hmax — maximalni kolisani zakladni linie

b; — smérnice kalibra¢ni piimky, b; musi vychazet z koncentraéni zavislosti y = by.X,

kde y je vyska chromatografického piku
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Tabulka €. 11 uvadi hodnoty vysSek pikt jednotlivych slepych vzorki, jejich primér a

maximalni kolisani zakladni linie.

Nulovy Vysky piki
vzorek | 25-OHvit. D3 | 25-OHuvit. D,
1 0,0119 0,0126
2 0,0083 0,0143
3 0,0124 0,0079
Primér 0,1009 0,0116
3.Nimax 0,0303 0,0348

Tab. ¢. 11: Hodnoty vysky piki slepych vzorka

Smérnice kalibra¢ni pifimky 25-OHvitaminu D3 b; je 0,0061. Mez detekce pro
stanoveni 25-OHvitaminu D3 v séru metodou HPLC je 4,96 nmol/l. Vyrobce kitu
uvadi mez detekce 2,5 nmol/l.

Smérnice kalibra¢ni ptimky 25-OHvitaminu D, b; je 0,0047. Mez detekce pro
stanoveni 25-OHvitaminu D; v séru metodou HPLC je 7,40 nmol/l. Vyrobce kitu
uvadi mez detekce 2,7 nmol/l.

Tento postup vypoctu meze detekce ma byt pouzivan pro chromatografické
metody. Avsak jak jsme zjistovali, vétSina firem vyrab&jicich kity pro
chromatografickd stanoveni tento postup nepouziva, ale pouzivaji jiné postupy
vypoctu meze detekce, které jsou doporucovany pro ostatni metody. Tyto zplisoby
vypoctu pak déavaji niz$i hodnoty meze detekce, coz muize byt jednim z divodi

odlisnych hodnot uvadénych vyrobcem od nasich vysledki.

4.2.6. VytéZnost

Vytéznost metody udavd pomér mnoZstvi analytu ziskaného danou
analytickou metodou K ptijaté referen¢ni hodnoté. Vytéznost udavana vyrobcem pro
25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D, je 99 — 104 %. Nami stanovovana vytéznost je

92 — 104 %. Tato vytéznost splnuje kritéria uspesné validace.

4.2.7. Robustnost

Robustnost metody je vlastnost, kterd ndm tika, jak je vzorek citlivy na zménu

V postupu (napi. skladovani pii jiné teploté, vystaveni slunecnimu svitu, ...).
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Robustnost udava spolehlivost metody pii jejim bézném pouzivani. V této bakalarské
praci byla robustnost sledovana na tfech riznych typech skladovani vzorku. Vzorek
byl pfipraven ze smésné¢ho séra od 20 pacientl. Vzorek byl nejprve zméfen a
obsahoval pouze 25-OHvitamin D3 jehoz koncentrace byla 51,53 nmol/l. Poté byl
vzorek rozdélen do tifi zkumavek. Prvni zkumavka byla skladovéna zabalena a
ulozena v lednici. Druha zkumavka byla také uchovéavana v lednici ale nezabalena,
tudiz vystavena svétlu. Tieti zkumavka byla uchovana jako vSechny pacientské
vzorky, tz. zabalena a uskladnéna v mrazicim boxu pii cca — 70 °C. Méfeni vzorki
probihalo po 2, 5 a 7 dnech. Po dvou dnech bylo pozorovano mirné snizeni u vSech
typtt vzorkd. Nejméné se hodnota snizila u tietiho typu vzorku (zabaleny, mrazici
box) na 47,81 nmol/l, naopak nejvétsi snizeni jsme zaznamenali u druhého typu
vzorku (nezabaleny, lednice) na 42,59 nmol/l. U prvniho typu vzorku doslo ke
snizeni na 47,36 nmol/l. Po péti dnech doslo k dalsimu snizeni, které nebylo tolik
odlisné od druhého dne. Prvni vzorek se snizil na 46,81 nmol/l, druhy vzorek na
41,69 nmol/l a tfeti vzorek na 47,58 nmol/l. Autofi Wielders a Wijnberg, ktefti
testovali vliv teploty pii skladovani vzorkl, dospéli k stejnym poznatkiim a také
jejich vysledky ukazuji na nejvyssi pokles po dvou dnech skladovani. Analyt 25-
OHvitaminu D3 oznadili jako ,,solid as rock“, coz mizeme chapat jako stabilni
analyt. Sedmy den jsme pozorovali dalsi snizeni hodnot. Prvni vzorek se snizil na
hodnotu 45,67 nmol/l, druhy vzorek se snizil na 40,18 nmol/l a tieti vzorek se snizil
na 47,07 nmol/I.

Z tohoto testovani miizeme fici, ze vzorek je nejvice stabilni pfi skladovani
Vv mrazicim boxu pfi cca — 70 °C a zabaleny. Vystaveni vzorku dennimu svétlu vede
k velkému snizeni hodnot. Pomérné zna¢né sniZeni pocate¢ni hodnoty namétené po
dvou dnech miZeme pfipsat moznému Spatnému zpiisobu manipulace se vzorkem pfi
alikvotaci na jednotlivé casti, jelikoz poté uz ktak vyraznému sniZzeni hodnot

nedoslo.

POCATECNI HODNOTA: 51,53 nmol/l

hodnoty v | zabaleny | nezabaleny Z\?]::rﬂzrzly
nmol/l | v lednici | v lednici i

2. den 47,36 42,59 47,81
5.den 46,81 41,69 47,58
7.den 45,67 40,18 47,07

Tab. ¢. 12: Hodnoty jednotlivych vzorku pii odlisném skladovani
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4.3. Stanoveni 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D, u
pacientskych vzorkii

V této bakalafské praci jsme provadéli laboratorni porovnani vysledki
pacientskych vzorki, které byly méfeny dvéma metodami. Stanoveni pacientskych
vzorkli bylo provadéno na sestavé Agilent 1200 (Agilent Technologies), ktera
stanovuje 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D, a dale bylo stanoveni provadéno na
sestavé Abbott Architect i4000SR (Abbott), ktera stanovuje 25-OH vitamin D. Ob¢
tyto metody byly stanovovany ve Fakultni nemocnici Motol (FN Motol) na Ustavu
1ékatské chemie a klinické biochemie.

Vsechny pacientské vzorky byly odebirdany na Ustavu lékaiské chemie a
klinické biochemie ve FN Motol do vakuovych zkumavek s akceleratorem
hemokoagulace s ¢ervenym uzavérem (Vacuette). Jednalo se o postmenopauzalni
zeny s prokézanou osteopordzou, které dosud nebyly lé€eny. Po vstupni prohlidce
jim byl nasazen Vigantol. Dalsi kontrola nasledovala po 3 mésicich 1é€by. K analyze
je potieba sérum. Vzorky byly po pfijeti stoeny pfi cca 1000 g po dobu 10 minut.
Takto ptipraveny vzorek byl nejdiive analyzovan na sestavé Abbott Architect
i4000SR (Abbott). Ziskané sérum bylo pfedano k analyze na sestavé Agilent 1200
(Agilent Technologies), kde byl vzorek po pfijeti nejprve zamrazen pii cca — 70 °C.
Takto zamrazeny vzorek se musel zpracovat do tii meésic. Rozmrazovani a
zamrazovani se doporu€uje nejvyse 4x. Pied kazdou analyzou pacientskych vzorkl
byly méteny kontroly na nizké i vysoké hladiné. V tabulce ¢. 13 je uveden ptehled
prvniho méfeni vysledkti obou metod. VSechny vysledky jsou uvedené v nmol/l.
V tabulce €. 14 je uvedeno méfeni né€kterych pacientek po cca 3 mésicich, kdy jiz

byly 1é¢eny Vigantolem (Merck).

1. méfeni (nmol/l) 10 57,25 51,6

&islo Agilent 1200 Architect 11 45,98 33,5
pacienta | 25-OHvit. | 25-OHvit. | 25-OH 12 134,91 67,1
Ds D, vit. D 13 62,22 11,93 53,1

1 43,58 42,6 14 106,87 56,9
2 59,44 37,9 15 61,54 39,9
3 36,47 27,77 38,9 16 34,14 33,3
4 101,44 83,9 17 43,23 45,6
5 85,26 51,3 18 99,62 115
6 90,15 62,4 19 78,65 56,9
7 27,05 76,73 57,5 20 58,11 38,6
8 48,68 32,1 21 13,81 31,5
9 28,34 <20 22 27,19 44,2
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23 74,42 74,4 49 26,32 30,6
24 60,09 54,4 50 60,64 39,3
25 97,91 1422 51 63,82 62,6
26 58,68 67,8 52 41,73 10,16 53,7
27 94,42 85,9 53 12,61 30

28 33,05 45,7 54 75,2 80,7
29 46,01 48,5 55 50,25 46,3
30 13,2 23,5 56 58,36 58,7
31 23 35,7 57 51,14 52,3
32 58,74 14,09 80,9 58 32,44 26,1
33 66,22 90,9 59 8,28 23,5
34 44 52,3 60 118,96 119,7
35 51,5 60,1 61 26,41 33,7
36 92,53 85 62 38,3 57,5
37 68,21 89,9 63 30,22 50,6
38 58,71 78,1 64 70,68 71,7
39 78,76 73,4 65 91,16 108,6
40 71,58 96,5 66 36,34 92,7
41 50,67 51,9 67 53,34 83,8
42 111,43 82,3 68 44,2 83,9
43 110,59 95,7 69 20,18 31,7
44 65,19 65,8 70 54,29 91,7
45 56,02 85 71 22,17 23,3
46 86,57 87 72 20,54 61,7
47 99,45 76,2 73 55,73 68,2
48 24,8 30,6 74 104,46 66,3

Tab. €. 13: Vysledky pacientskych vzork po méfeni na sestavé Agilent 1200 a Architect i4000SR

2. méfeni (po cca 3 mésicich) (nmol/l)
&islo Agilent 1200 Architect
pacienta | 25-OHvit. | 25-OHuvit. 25-OH vit. D
D D,
2 28,84 56,8
3 53,6 22,3 59,1
5 62,08 79,03
6 108,93 64,7
8 85,56 96,1
9 30,7 69,6
11 53,25 73,7
12 91,79 83,2
13 86,85 77,8
15 27,84 38,7
16 85,22 66,5
20 75,36 66,3
48 60,64 70,4

Tab. ¢. 14: Vysledky pacientskych vzorkl po nasazeni 1écby
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Data analyzy pacientskych vzorkd byla statisticky vyhodnocena pomoci
softwaru GraphPad Prism 6.0 a Microsoft Excel 2010. Normalita rozlozeni dat byla
vyhodnocena pomoci Sikmosti a Spicatosti v Excelu. U dat naméfenych pomoci
metody HPLC na sestavé Agilent 1200 (Agilent Technologies) bylo zjisténo
rovnomérné rozlozeni dat, zatimco data ziskand pomoci imunochemické metody ze
sestavy Architect i4000SR (Abbott) byla rozloZzena nerovnomérné. Z tohoto divodu
byla data vyhodnocena Mann-Whitney testem. Nejprve byly porovnavany hodnoty
pouze 25-OHvitaminu D3 u prvniho méfeni pacientskych vzorkd. Dle vysledki
tohoto testu se jedna o statisticky nevyznamny rozdil mezi hodnotami analyzy na
sestavé Agilent 1200 a Architect i4000SR, hodnota p-value dosahovala 0,5853.

Jelikoz sestava Architect i4000SR hodnoti sumu 25-OHvitaminu D byl
proveden dal§i Mann-Whitney test, ktery porovnaval soucet vysledkl z analyzy na
sestavé Agilent 1200 (tz. suma 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D;) s vysledky
z imunochemického stanoveni na sestavé Architect i4000SR. Zde se opét jednalo o
statisticky nevyznamny rozdil mezi hodnotami jednotlivych analyz, hodnota p-value
byla 0,9746.

Pfesto u nékterych vzorkd byly naméfeny zna¢né odlisné hodnoty. Tuto
odliSnost mizeme pfisuzovat zkiizenym reakcim, které se vyskytuji pfi
imunochemickém stanoveni, jelikoz kit na stanoveni 25-OHvitaminu D (Abbott) pro
sestavu Architect pouziva polyklondlni ov¢i protilatku. ZkiiZzend reakce 25-
OHvitaminu D3 je 105 % a 25-OHvitaminu D, 82 %. Dal$i vyznamnou zkiiZzenou
reakci je metabolit 24,25-dihydroxyvitamin D3 112 %. Dal§im vyznamnym faktorem
odlignosti dat by mohla byt urcita zavislost uvolnéni vitaminu D z vazby na protein
vazajici vitamin D (DBP). Uvolnéni vitaminu D z vazby na DBP zavisi na hodnot¢
pH reakéni smési. Koncentrace DBP se u jednotlivych pacientdi liSi a to muze
ovlivnit vysledky méfeni. Manual u kitu uvadi srovnatelnost s metodami DiaSorin
LIAISON 25-OH Vitamin D Total a LC-MS/MS 25-OH Vitamin D. Porovnatelnost
jednotlivych metod stanoveni hydroxy vitaminu D je celosvétovym problémem. Nas
ptedpoklad byl, Ze hodnoty naméiené pomoci HPLC budou alespon ¢astecné nizsi
nez hodnoty naméfené imunochemicky pravé kvili velkému procentu zkiizenych
reakci s mnoha dal§imi metabolity. U ne€kterych vzorka byly v§ak hodnoty naméiené
pomoci HPLC podstatné vyssi nez hodnoty naméfené imunochemicky. Interpretace
vysledki z imunochemického stanoveni musi byt velmi opatrna s ohledem na stav

pacienta. Imunochemické metody pievladdaji svou snadnosti, komfortnosti a
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dostupnosti vySetfeni. Pro zna¢nou odlisnost jednotlivych stanoveni nelze 100% urcit
hodnotu cut-off [Friedecky, 2011; Friedecky, 2012, Manual Architect]. Jak uvadi
clanek autorG Friedecky et al. problém srovnatelnosti vysledk jednotlivych
analytickych metod spociva v nedostatku standardizace méfeni, coz vyplyva z
vysledkii programt externich hodnoceni kvality. Piestoze je snaha o standardizaci
méfeni vitaminu D, doslo v poslednich letech paradoxné¢ ke zhorSeni stavu
analytického méfeni, kdy nastal poklesu reprodukovatelnosti pozorovanych v
kontrolnich programech Systému externi kontroly kvality (SEKK) v Ceské republice
z hodnoty varia¢niho koeficientu 6-11 % (r. 2008) na hodnotu 16 % (r. 2010). V
Némecku se projevilo zhorSeni jesté vyraznéji v programu Némecka spole¢nost pro
Klinickou chemii a laboratorni medicinu (DGKL) z hodnoty 15-19 % (r. 2008) na
hodnotu 32-37 % (r. 2010). Autofi Turpeinen et al. testovali srovnatelnost HPLC s
dal§imi imunoanalytickymi metodami. Nejlépe dopadla srovnatelnost HPLC a
metody RIA, kde korela¢ni koeficient byl 0,829. Zatimco srovnatelnost mezi
jednotlivymi druhy imunoanalyz pfinesla piekvapivé vysledky, RIA a luminiscencni
imunoanalyza korelovaly velmi $patn& R? = 0,595 a to ob& metody pouZivaly stejné
protilatky. V publikaci se dale uvadi lepsi vysledky stanoveni metodou HPLC neZ
imunochemickymi metodami [Turpeinen, 2003]. Autofi Snellman et al. publikovali
srovnani chromatografické metody s imunochemickymi metodami. Naméfili vyssi
hladiny 25-OHvitaminu D3 metodou vysokou¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci za pouziti chemické ionizace za atmosférického tlaku (HPLC-
APCI-MS) primér 85 nmol/l nezZ imunochemickymi metodami (RIA, luminiscen¢ni
imunoanalyzou) primér 70 nmol/l a 60 nmol/l a doporucuji tuto metodu pro
stanoveni 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D, jako spolehlivéjsi. Metoda
HPLC-APCI-MS je téz dobie srovnatelna s LC-MS/MS [Snellman, 2010].

Na sestavé Agilent 1200 jsme testovali také kontroly pouzivané pro sestavu
Architect i4000SR. Jednalo se o kontroly na tfech riznych hladinach. Prvni kontrolu
L jsme naméfili 57,06 nmol/l. Stfedni hodnota udavana vyrobcem Kitu byla 50
nmol/l. Druhou kontrolu M jsme naméfili 99,87 nmol/l, sttedni hodnota udavana
vyrobcem kitu byla 100 nmol/l. Tteti kontrolu H jsme naméfili 189,41 nmol/l,
udavana sttedni hodnota byla 187,5 nmol/l. Timto testem jsme chtéli ovéfit, zda se
hodnoty naméfené metodou HPLC  vyrazné neliS$i od hodnot stanovenych

imunochemickou metodou.

55



Bakalarska prace

Zajimavé je stanoveni u pacientky €. 3, u které byla pomoci HPLC naméfena
hladina jak 25-OHvitaminu D3 tak i 25-OHvitaminu D,, pacientka byla métena i po 3
mésicich 1écby, ale ani v jednom piipadé¢ imunochemicka metoda pravdépodobné
nedetekovala 25-OHvitaminu D, jelikoz hodnoty z imunochemického stanoveni jsou
pokazdé srovnatelné s hodnotami 25-OHvitaminu D3 naméfeného pomoci HPLC.
Pacientka ¢. 7 byla 1é¢ena pouze 25-OHvitaminem D, a ani u této pacientky nebyla
naméfena hodnota hydroxy vitaminu D takova, aby odpovidala zkiizené rekci s 25-
OHvitaminem D, jak je uvadéno vyrobcem.

Stanoveni 25-OH vitaminu D3 a 25-OH vitaminu D, metodou HPLC je
pomérné citlivé na spravné oznaceni piki. Jelikoz pii této analyze jsou plochy pikt
malé, uplatiiuje se pomémé velky vliv subjektivniho hodnoceni laboranta, jez
analyzu provadi. Posunuti hranicni meze piku mize vyznamné zménit hodnotu
stanovovaného analytu.

Graf ¢. 1 ukazuje porovnani dat 25-OHvitamin D; méfenym na sestavé
Agilent s 25-OHvitaminem D méfenym na sestavé Architect. Na grafu je znazornéna
hodnota medianu a rozsah minimalni az maximalni hodnoty. Hodnota medianu je
56,64 nmol/l pro 25-OHvitamin D3 a 56,90 nmol/l pro 25-OHvitamin D. Pramér
vysledkt 25-OHvitaminu D3 (Agilent) je 58,21 nmol/l + 28,75 nmol/l. Primér
vysledkl 25-OHvitaminu D (Architect) je 60,39 nmol/l + 24,86 nmol/l. Pro vSechny
naméfené hodnoty byl vypocitdn Spearmantiiv korelacni koeficient r = 0,9999, kde
jsme si overili, ze se jedna o nelinedrni zéavislost. Pro hodnoty do 110 nmol/l se
jedna o linearni zavislost, kde byl vypocitan korelacni koeficient 0,9803.

Graf ¢. 2 ukazuje porovnani dat 25-OHvitamin D; + 25-OHvitamin D,
méfenych na sestavé Agilent s 25-OHvitaminem D méfenym na sestavé Architect.
Na grafu €. 2 je znazornéna vySe medidnu a rozsah minimalni az maximalni hodnoty.
Hodnota medianu je 58,24 nmol/l pro soucet vysledkt 25-OHvitaminu D3 a 25-
OHvitaminu D,. Primér souctu vysledki 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D, je
60,11 nmol/l + 28,91 nmol/l. Hodnota priméru, medianu a SD pro 25-OHvitamin D
(Architect) je totozna s vysledky u prvniho grafu. Stejné tak zde byl vypocitan
Spearmantiv korela¢ni koeficient r = 0,9999 pro nelinedrni zavislost. Pro hodnoty do
110 nmol/l se jedna o linearni zavislost, kde byl vypocitan korela¢ni koeficient

0,9781. V tabulce €. 15 jsou hodnoty shrnuty.
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(hodnoty v nmol/l) |Median | Primér SD
25-OHvitamin D3 | 56,64 | 58,21 | 28,75

25-OHvitamin D3 +
25-OHvitamin D,

25-OHvitamin D 56,9 60,39 | 24,86

58,24 | 60,11 | 28,91

Tab. ¢. 15: Hodnoty medianu, priméru a smérodatné odchylky v pacientskych vzorcich
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Graf ¢. 1: Porovnani dat 25-OHvitamin Ds vs. 25-OHvitamin D (median, rozsah méfeni)
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Graf ¢. 2: Porovnani dat 25-OHvitamin D3 + 25-OHvitamin D, vs. 25-OHvitamin D (median, rozsah

méfent)

Dale byla porovnana data prvniho méfeni u vybranych pacientti a druhého
méieni, které bylo cca po 3 mésicich nasazené 1é€by Vigantolem. Porovnavali jsme

zvIast méfeni chromatografické a zvlast’ méfeni imunochemické.
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Data z prvniho chromatografického méfeni byla rozlozena nerovnomérné,
zatimco data z druhého chromatografického meéteni byla rozlozena rovnomérné.
Rozhodli jsme se pouzit Mann-Whitney test, ktery dokazal, ze vysledky nejsou
rozdilné, p-value bylo 0,4422. Median prvniho chromatografického méteni byl 58,11
nmol/l. Primér vysledkti byl 59,23 nmol/l + 30,21 nmol/l. Median druhého
chromatografického méteni byl 62,08 nmol/l, primér vysledkt byl 65,44 nmol/l +
26,18 nmol/l. Data jsou zobrazena v grafu ¢. 3, kde mizeme vidét hodnotu medianu

a rozsah vSech vysledku. V tabulce €. 16 jsou hodnoty shrnuty.

(hodnoty v nmol/l) Median | Primér SD
1. chromatograf. méfeni | 58,11 | 59,23 30,21
2. chromatograf. méfeni | 62,08 | 65,44 | 26,18

Tab. ¢. 16: Hodnoty medianu, priméru a smérodatné odchylky v pacientskych vzorcich pied a po

1é¢bé — chromatografické stanoveni
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Graf ¢. 3: Porovnani dat chromatografického méteni (median, rozsah méfeni)

Data imunochemického méfeni byla také porovnana. Normalita rozloZzeni dat
byla rovnomérna. Tudiz jsme pouzili neparovy parametricky t-test. Hodnota p-value
vySla niz§i nez 0,0001, a proto se jedna o data rozdilnd. Primér prvniho
imunochemického méteni byl 43,23 nmol/l £ 12,27 nmol/l, median byl 38,75 nmol/Il.
Primér druhého imunochemického méteni byl 69,38 nmol/l = 13,95 nmol/l , median
byl 69,60 nmol/l. Na grafu ¢. 4 mizeme vidét hodnoty medianu a rozsah vSech

vysledku. V tabulce €. 17 jsou hodnoty shrnuty.
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(hodnoty v nmol/l) Median | Pramér SD
1.imunochemické méreni 38,75 43,23 12,27
2. imunochemické méfeni 69,6 69,38 13,95

Tab. ¢. 17: Hodnoty medianu, priméru a smérodatné odchylky v pacientskych vzorcich pted a po

1é¢bé — imunochemické stanoveni
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Graf ¢. 4: Porovnani hodnot imunochemického méteni (median, rozsah méteni)

4.4, Vyvoj metody na stanoveni vitaminu K, a vitaminu K, v séru

Vsechny dostupné metody, které stanovuji vitamin K, pouzivaji bud’ uméle
vyrobeny IS, jednd se o derivat vitaminu K, jeZ neni komeréné vyradbén, nebo
vyuzivaji komer¢né dostupny IS vyrdbény firmou Immunodiagnostik, kterd jako
jediné vyrabi kit pro stanoveni vitaminu K; v séru ¢i plazmé. V této bakalaiské praci
byl vyuzit komerén¢ dostupny IS (Immunodiagnostik) a byly testovany postupy
uvedené v publikacich Marinova et al., Wang et al. a poté byl téz testovan cely kit na
stanoveni vitaminu K; (Immunodiagnostik).

Dle publikace Marinova et al. byla testovana kolona Agilent Eclipse Plus C18
(Agilent Technologies). Bylo provadéno prvni méfeni jednotlivych standardi (Kj,
Ka, IS a smés standardil) a byly nastaveny stejné chromatografické podminky jako v
publikaci Marinova et al. Po vyhodnoceni analyzy bylo zjisténo, ze piky standardut
Ki a IS se v paté minuté analyzy pii pratoku 0,8 ml/min piekryvaji a nebylo by
mozné je od sebe odlisit. I po zméné prutoku na 0,6 ml/min se piky K; a IS od sebe
dostatecné neoddélily. Poté jsme jesté vice snizili pratok na 0,5 ml/min, pfipravili

jsme si standardy a vyextrahované vzorky. U standardii bylo mozné pii prutoku 0,5
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ml/min odlisit pik K3 od piku IS, ale u vyextrahovanych vzorkt dochazelo ke koeluci
pikt K1 a IS (obr. ¢. 11 -12).

‘@ Integration f'% Calibration I.LAI Signal uﬁ]ﬂl Purify Q Spectrurn ‘

JI"A[ iR | Repart:  Short Bk = H ERTE Ex=2...-33\004-0701.D)j,g”@\ﬂb| 5 (A0 A R %y _-|_|

FLD1 A, Ex=2456, Em=430 (WITAMIN K\WIT K STANDARDY OPAK 2013-02-27 10-48-33%004-0701.0)
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Obr. ¢. 11: Analyza smési Cistych standardti (kolona Agilent Eclipse Plus C18)
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spojeny pik vitaminu K1 a IS
2 45&
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Obr. €. 12: Analyza vyextrahovaného vzorku (kolona Agilent Eclipse Plus C18)
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Kolona Agilent Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies) byla testovana také
dle publikace Wang et al. pfi pritoku MF 0,6 ml/min. Nastfik smési standardt
prinesl neuspokojivé vysledky, tudiz kolona nebyla dale testovana vyextrahovanymi

vzorky (obr. ¢. 13).

E\ntegraﬁon CP Calibration L Signal u,_l_ Purify = Spectrum |
JL 3 M‘Repart: Short Ha S ‘JH‘Z)FLDIR, Ex=2...—DU'LUE|8—D‘9E|1‘D)j,j”@ :5‘ T AW N AN TR ol 1_‘

| FLD1 A, Ex=244, Em=430 (VITAMIN KMDRUHA KOLONA NORMAL 2012-02-20 14-16-00%008-0901.0)

Vitamin K2

spojeny pik K1 a IS
&
o

i

Obr. ¢. 13: Analyza smési standardi dle Wang et al. (kolona Agilent Eclipse Plus C18)

Poté byla testovana kolona Agilent Zorbax SB-C18 (Agilent Technologies)
vysledky analyzy standard(i dopadly obdobné jako u prvniho typu kolony. Kolona
byla zkouSena pii tiech rtiznych prutocich: 0,5; 0,6 a 0,8 ml/min. V Zadné analyze
nebylo mozné piky standardii K; a IS oddg¢lit. U této kolony byly zkouSeny riizné
ptipravy vzorkl. Pfipravili jsme si 2 sady vzorkl. Prvni sada vzorkl oproti druhé
neobsahovala vodu. Od kazdé sady byly pfipraveny tfi vzorky. VSechny typy vzorkl
byly pfipraveny dle publikace Marinova et al. Prvni typ byl pfipraven totoZné s
publikaci, druhy typ byl piipraven podle téhoz navodu, ale byl pouze jednou
extrahovan a teti typ vzorku byl jednou extrahovan a nevysuSen. I pfes $patnou
kvalitu vysledkll analyzy bylo zfetelné, ze tieti typ vzorki (s vodou i bez vody) mé
nejhorsi vysledky, tudiz jsme tuto piipravu zavrhli (obr. ¢. 14 — 15). Vzorky, které
neobsahovaly vodu, mély analyzu podstatné lepsi. Tato kolona byla zkouSena i dle
publikace Wang et al. pfi priitoku 0,6 ml/min. Ani tato analyza nepfinesla uspokojivé

vysledky. Znova byl nalezen nerozdéleny pik standard K; a IS (obr. €. 16).
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Obr. ¢. 14: Analyza smési standardi metoda dle Marinova et. al (kolona Zorbax SB-C18)
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Obr. ¢. 15: Analyza vyextrahovaného vzorku dle publikace Marinova et. al (kolona Zorbax SB-C18)
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Obr. €. 16 : Analyza smési standarda dle publikace Wang et al. (kolona Zorbax SB-C18)

Tteti testovana kolona Agilent Zorbax Extend-C18 (Agilent Technologies)

byla pouzita dle publikace Wang et al. Nejprve jsme stanovovali standardy a poté

vyextrahované vzorky. U standardli bylo mozné ¢aste¢né od sebe odlisit piky K; a

IS. Na vyextrahovanych vzorcich nebylo odliseni pikt K; a IS mozné (obr. ¢. 17 -

18). Pii zmén¢ prutoku na 0,5 ml/min a zméné teploty na 30°C jsme dosahli

usp&Sného oddéleni piku Kj a IS. Nasledujici den jsme analyzu opakovali pro

ovéieni vysledkl a opét jsme dosahli spojenych piki, navic se piky posunuly v Case

analyzy. Provedli jsme jesté sérii dalSich stanoveni pfi pratoku 0,5 ml/min a teploté

30 °C. Pokud byly méfeny standardy samostatné a nasledné v softwaru piekryty

nedochézelo ke splyvani. Kdyz byly standardy v jednom vzorku, pik nebylo mozné

rozlisit.

63



Bakalarska prace
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Obr. ¢. 17: Analyza smési standardu dle Wang et al. (kolona Zorbax Extend-C18)
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Obr. ¢. 18: Analyza vyextrahovaného vzorku dle Wang et al. (kolona Zorbax Extend-C18)

Dalsim testem byl kit firmy Immunodiagnostik, ktera jako jedind dodava kit
na stanoveni vitaminu K; v plasmé¢ a séru. Pfesto na pocateCnim testovani nebylo

mozné odlisit pik standardu K; od IS (obr. ¢. 19 — 20).
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Obr. ¢. 19: Analyza smési standardii K; a IS dle navodu kitu (Immundiagnostik)
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Obr. ¢. 20: Analyza standardu K,

Po testovani kitu jsme dospéli k zavéru, ze problém nejspiSe bude v komercné
dodavaném IS. Jelikoz kit byl testovan na stejné kolong, ktera je uvedena v manudlu
(kolona C18 — Superspher RP 18,4 um, 125 x 4,6 mm). Na vyvinuti metody bychom

potfebovali mnohem vice prostoru, nez ktery je vymezen zpracovani bakalaiské
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préace. Z diivodu ¢asové tisn€ jsme nemohli v testovani pokracovat. Analyza vitaminu
vyextrahovanych vzorkl trvala cca 3 hodiny. A poté chromatografickd analyza
jednoho vzorku trvala cca 30 minut. Jelikoz vSechny analytické postupy byly
testovany postupné€, bylo tfeba vzdy doobjednat potfebny analyticky material. To
znamenalo zna¢né Casové zdrzeni. Nedospéli jsme k vyvinuti zadné metody pro
stanoveni vitaminu K; a vitaminu K; v séru. V dalSich experimentech je tfeba ovéfit,
zda se jedna o Spatnou Sarzi vnitiniho standardu, kdyZ separace neprobiha ani s kitem
uréenym k analyze vitaminu K; a nebo najit a oslovit firmu, ktera by byla schopna

pfipravit derivat vitaminu Kj.
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5. ZAVER

V této bakalatské praci byla provedena uspésna validace metody HPLC na
stanoveni 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D, v séru za pouziti kitu firmy
Recipe®. Metoda nejprve byla kalibrovana. A poté byla stanovovana presnost a
spravnost za podminek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Varia¢ni koeficienty
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti neptesahly hladinu 6 %, hodnoty bias byly do
13 %. Pfi testovani robustnosti metody jsme zjistili, Ze denni svétlo méa vliv na
hodnotu 25-OHvitaminu D3 Opakované rozmrazovani zasadné¢ hladiny 25-

OHvitaminu D3 neovlivnilo.

Pti porovnani vysledki 74 postmenopuazalnich pacientek metodami HPLC a
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou jsme dospéli ke zjisténi, ze mezi jednotlivymi
metodami nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily naméfenych vysledka.
Predpokladali jsme, ze hladina 25-OHvitaminu D stanovena chemiluminiscencni
imunoanalyzou bude u vétSiny pacientl vyssi, jelikoz tato metoda je doprovazena
fadou zkiizenych reakci. Piekvapivé byly naméfeny vyS$i hodnoty hladiny 25-
OHvitaminu D3 u nékterych pacientek metodou HPLC. Diky metodé HPLC jsme
mohli rozpoznat hladinu 25-OHvitaminu D3 a hladinu 25-OHvitaminu D; oddélené.
U chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy tyto hodnoty nerozpozndme, protoZze vysledek
tvofi suma riiznych metabolitd vitaminu D. Pfiprava vzorkl pro chromatografické
meéfeni neni piili§ obtiZzna, proto by se mohlo toto stanoveni zavést do rutinniho

provozu laboratofe, 1 kdyZ v porovnani s imunochemickym stanovenim je Casové

wevr

Dale jsme se v této bakalarské praci snazili vyvinout metodu na stanoveni
vitaminu K; a K3 v séru pomoci metody HPLC s fluorescenéni detekci. Analyza na
stanoveni vitaminu K metodou HPLC je velice ¢asové naro¢nd. Metoda byla
testovana dvéma riznymi publikovanymi postupy analyzy na 3 rtznych kolonach.
Zadny postup nepiinesl uspokojivé vysledky, s kterymi by bylo mozné dale pracovat.
Setkali jsme se sproblémem oddéleni vitaminu K; od komer¢né dodavaného
vnitiniho standardu. Po netspéSnych analyzach jsme se rozhodli pro potizeni kitu na
stanoveni vitaminu K V séru ¢i plazmé. Tento kit byl také testovan, avSak se zde
vyskytl stejny problém jako v pfedchozim testovani, tz. neoddeleni piku vitaminu K;

od IS. Z tohoto testu jsme usoudili, ze pfipadny problém bude nejspise v komercné
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dodavaném IS. Z divodu nedostatku ¢asu jiz nebylo provedeno dalsi testovani jiného

vnitiniho standardu, coz miize byt podnétem pro dalsi experimenty.

Cela prace byla podpofena projektem Ministerstva zdravotnictvi koncep¢niho

rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL).
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