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Anotace 

Cílem této práce bylo zavést a validovat metodu na stanovení 25-

hydroxyvitaminu D3 a 25-hydroxyvitaminu D2 v séru pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie. Na stanovení 25-hydroxyvitaminu D3 a 25-

hydroxyvitaminu D2 byl použit kit firmy Recipe. Po úspěšné validaci metody na 

vitamin D bylo provedeno měření 74 pacientských vzorků a jejich porovnání 

s imunochemickým stanovením. Jednalo o nové postmenopauzální pacientky s 

prokázanou osteoporózou, které nebyly v předešlých letech léčeny. Při nízké hladině 

25-OH vitaminu D naměřené na sestavě Abbott Architect i4000SR byla pacientkám 

podána léčba Vigantolem a poté byly zhruba po 3 měsících znova změřeny. 

Dalším cílem bylo provést statistické porovnání hodnot vitaminu D 

naměřených pomocí HPLC a imunochemické metody u daných pacientek. 

Posledním cílem této práce bylo vyvinout a validovat metodu na stanovení 

vitaminu K1 a vitaminu K2 pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s fluorescenční detekcí. Byly použity dva různé postupy publikované v odborných 

publikacích, a poté byl použit 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 D2 in serum by high 

performance liquid chromatography. For determination of 25-hydroxyvitamin D3 and 

25-hydroxyvitamin D2 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 K1 and vitamin K2 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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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

WHO  Světová zdravotnická organizace 

BMI  Body Mass Index (tělesný index) 

BMD  Bone Mass Density (hustota kostní hmoty) 

SD   směrodatná odchylka výběrová 

DXA  dvouenergiová rentgenová absorpciometrie 

HSA  Hip Structural Analysis (analýza struktury kyčelní kosti) 

QCT  kvantitativní výpočetní tomografie 

QUS  kvantitativní ultrasonografie 

DHEAS   dehydroepiandrosteron 

IOF   International Osteoporosis Foundation 

NOF   National Osteoporosis Foundation 

SMOS  Společnost pro metabolická onemocnění skeletu 

DDD  doporučené denní dávkování 

RANKL  receptor aktivující nukleární faktor kappa-B ligandu 

UV   ultrafialové 

SPF   Sun Protection Factor (ochranný faktor před sluncem) 

IU   mezinárodní jednotky 

RIA   radioimunoanalýza 

EIA   enzymová imunoanalýza 

LC-MS/MS kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní   

   spektrometrií 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

LLE  liquid-liquid extraction (extrakce na fázi kapalina-kapalina) 

SPE   solid phase extraction 

IS   vnitřní standard 

MF   mobilní fáze 

EDTA  etylendiamintetraoctová kyselina 

FN Motol  Fakultní nemocnice Motol 

CV   variační koeficient 

25-OHvitamin D3 25-hydroxyvitamin D3 

25-OHvitamin D2 25-hydroxyvitamin D2 
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25-OHvitamin D 25-hydroxyvitamin D 

SEKK  Systém externí kontroly kvality 

DGKL  Německá společnost pro klinickou chemii a laboratorní   

   medicínu 

HPLC-APCI-MS vysokoúčinná kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí za  

   použití chemické ionizace za atmosférického tlaku  
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ÚVOD 

 
 

Osteoporóza se stává celosvětovým problémem veřejného zdraví. Za 

posledních dvacet let můžeme pozorovat rostoucí incidenci a prevalenci tohoto 

onemocnění. Časné zachycení osteoporózy je minimální, jelikož je dlouhou dobu 

bezpříznaková. To většinou vede k rozpoznání osteoporózy až po vzniku zlomeniny 

nejčastěji v oblasti kyčle či obratlů. Zlomenina většinou vznikne neadekvátní silou. 

Osteoporóza je nebezpečné onemocnění týkající se hlavně populace nad 50 let. U 

pětiny pacientů, kteří prodělali osteoporotickou zlomeninu, dochází do 1 roka 

k úmrtí. Zlomeninám jde ve většině případů předejít. Prevence osteoporózy by měla 

začít již v dětském věku. Správný životní styl a vyvážená strava může výskyt 

osteoporózy snížit. Nejvíce jsou ohroženy postmenopauzální ženy, u nichž dochází 

k poklesu sekrece estrogenů. Tyto ženy by měly být pod lékařským dohledem, aby 

bylo možné osteoporózu včas identifikovat a předejít možným komplikacím 

spojených s léčbou IOF; SMOS; NOF; Broulík, 2009. 

Stanovování hladin vitaminu D zažívá v posledních letech „boom“. Někteří 

výrobci základních potravin již provádějí fortifikaci vitaminem D. To by mohlo mít 

pozitivní vliv na snížení počtu zlomenin, jelikož z průzkumů vyplývá, že celá 

populace má nedostatečné hladiny vitaminu D. 
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1. TEORETICKÁ ČÁST 

1.1. Osteoporóza 

Osteoporóza byla definována Světovou zdravotnickou organizací (WHO) 

v roce 1994 jako „progresivní systémové onemocnění skeletu charakterizované 

úbytkem kostní hmoty a poruchami mikroarchitektury kostní tkáně vedoucímu ke 

zvýšení fragility kostí a zvýšení rizika zlomenin“  WHO, 1994. 

Jedná se však o moderní nemoc s historií. Osteoporóza byla známá už před 

dvě stě lety. Zhruba před sto lety byla jasně oddělena od osteomalacie. První použití 

názvu osteoporóza není přesně datováno. V roce 1930 americký endokrinolog Fuller 

Albright definoval osteoporózu jako „příliš málo kalcifikovanou kost“. V této době 

byla denzitometrie na svém počátku. Histomorfometrie ukázala větší lomivost kostí 

v oblasti páteře v porovnání se zdravou populací. Histomorfometrie je histologická 

metoda, která je schopna popsat matematickou veličinou jednotlivé složky 

mikroskopického obrazu. Dnes již známe automatické počítačové systémy, jež 

vyhodnotí obraz samy. Zlomeniny v oblasti páteře oddělily pacienty s osteoporózou    

Nordin, 2009; Žák, 2002. 

Osteoporóza je závažné onemocnění, jelikož je její průběh pomalý a 

bezpříznakový. Postižení osteoporózou hrozí průměrně každé třetí ženě a každému 

pátému muži. V České republice je riziko zlomeniny u žen nad 65 let vysoké. Často 

se na osteoporózu přijde při rentgenovém vyšetření International Osteoporosis 

Foundation; Společnost pro metabolická onemocnění skeletu; National Osteoporosis 

Foundation. 

Kostra lidského těla obsahuje 206 kostí. Kost zastupuje po sklovině druhý 

nejtvrdší materiál. V 80 % je kost kompaktní, zbývající procenta tvoří houbovitá 

kost. Základní stavební jednotkou kosti je osteon, ve kterém probíhají nervy, tepny a 

žíly sloužící k výživě kosti. Osteon se skládá z lamel a tvoří tzv. Haversův systém. 

V centrálním kanálku nacházíme osteoblasty, osteoklasty a periferně osteocyty. 

Osteoblast kontroluje činnost osteoklastů pomocí chemických a fyzikálních faktorů, 

též syntetizuje nemineralizovanou kostní hmotu tzv. osteoid. Osteoklast odbourává 

staré kostní tkáně a vylučuje enzym, který rozpouští kolagen a kostní minerály, a tím 

vzniká prohlubeň, kterou nazýváme Howshipova lakuna. Osteocyt vzniká 
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z osteoblastů uvězněných v nové kostní hmotě a podílí se na minerální výměně 

Naňka a Elišková, 2009; BME/ME 456 Biomechanism. 

Remodelace kosti probíhá ve čtyřech fázích: První fáze se nazývá 

klidová/aktivační a zahrnuje vychytávání cirkulujících prekurzorů osteoklastů, 

průnik buněk kostní buněčnou vrstvou a fúzi buněk k tvorbě pre-osteoklastů. 

Resorpce představuje druhou fázi remodelace kosti a je regulována cytokiny a 

hormony. Osteoklasty tvoří prohlubeň. Třetí fáze zahrnuje nástup osteoblastů a 

nazýváme ji obratovou fází. Tvorba tvoří poslední fázi, kdy dochází pomocí 

osteoblastů k syntetizaci kolagenní organické matrix a její následné mineralizaci 

Brandi, 2009. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 1: Remodelace kosti - přeloženo z původního zdroje: 

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

 

U perimenopauzálních a postmenopauzálních žen dochází ke snížené sekreci 

estrogenu a tím ke zvýšenému odbourávání kosti. U mužů má vliv na kostní hmotu 

testosteron, u něhož dochází k pomalejšímu poklesu, a tudíž mají muži menší riziko 

osteoporotické zlomeniny. Struktura kosti je zhoršena kvůli mezerám mezi lamelami 

a klesajícímu podílu vápníku a fosforu. Rychleji se odbourávají minerální látky a 

kolagenová nosná konstrukce, tím se objevují prázdné prostory. Ztráta vápníku a 

fosforu nedostatkem vitaminu D se nazývá osteomalacie, u dětí rachitida (tzv. 

křivice). Nedostatek vitaminu D může být zapříčiněn špatnou stravou, nedostatkem 

slunečního záření, celiakií nebo ledvinovým onemocněním [Broulík, 2009;  Ott, 

2012;  Better Health Channel, 2013]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3218876/figure/F3/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3218876/figure/F3/
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Kvalita kosti rozhoduje o zlomenině, avšak kvalitu kosti prozatím nemůžeme 

nijak změřit. Většinou špatná kvalita kosti způsobí zlomeninu při neadekvátním 

násilí, kdy kost je narušena mikrotrhlinou. Kvalitu kostní hmoty můžeme ovlivnit 

stravovacími návyky nejlépe do 25 až 35 let, později už strava nemá tak velký vliv. 

Od třicátého roku života z přirozených příčin kost rychleji ztrácí vápník a dochází 

k řídnutí kosti. Kritickým bodem u žen bývá menopauza, kdy dochází k zastavení 

sekreci estrogenů. Z toho vyplývá, že perimenopauzální a postmenopauzální ženy 

jsou nejvíce ohroženy osteoporózou. Kostní hmota je až z 80 % určena geneticky, 

životní styl může ovlivnit až 30 %. Pozitivní vliv na kostní hmotu má častý pohyb, 

strava bohatá na kalcium a bílkoviny, dostatečné množství vitaminu D, omezení či 

vyloučení kouření a vyhýbání se nadměrnému požívání alkoholu. 

Nejčastější klinické manifestace osteoporózy bývají zlomeniny těl obratlů, často 

netraumatické. Vážnou komplikací osteoporózy u starších pacientů je zlomenina 

krčku stehenní kosti, kdy dochází k imobilizaci pacienta [Ott, 2012; Broulík, 2009]. 

 

1.1.1. Typy osteoporózy 

Osteoporóza se dělí na primární a na sekundární. Primární osteoporóza se dále 

dělí na idiopatickou, která probíhá bez známé příčiny, a involuční. Involuční či 

přirozená osteoporóza se dělí na postmenopauzální a senilní. U žen je nejasná věková 

hranice, protože postmenopauzální osteoporóza přechází v senilní. 

Postmenopauzální osteoporóza postihuje především ženy ve věku 55 – 65 let. 

Mezi hlavní zlomeniny patří zlomeniny těl obratlů. Zhruba 4 – 5 let po posledním 

menses dochází k remodelační dysbalanci. Později (asi 10 – 15 let po posledním 

menses) se vyskytuje útlum osteoblastické funkce, dochází k zpomalení syntézy 

aktivního metabolitu vitaminu D a ubývá především kortikální kost. U 

postmenopauzálních žen je důležité nasadit léčbu co nejdříve. 

Senilní osteoporóza postihuje častěji ženy. Vyskytuje se u pacientů nad 70 let. 

Nacházíme zvýšené hladiny parathormonu v séru. Parathormon působí především na 

dlouhé kosti. Dochází ke snížené resorpci kalcia střevem a snížené hladině aktivního 

metabolitu vitaminu D. 

Sekundární osteoporóza má příčiny v základní chorobě. Může doprovázet 

endokrinní onemocnění, při němž se užívají glukokortikoidy, dědičné onemocnění, 

dlouhodobou imobilizaci, chronické onemocnění jater a ledvin, diabetes mellitus, 
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některé nádory. Patří sem také iatrogenně navozená osteoporóza [Broulík, 2009; 

National Institute of Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseases, 

2012; University of Maryland Medical Center, 2008]. 

 

Typy osteoporózy 

Primární a. Idiopatická   

  

b. Involuční I. Postmenopauzální (typ I) 

  II. Senilní (typ II) 

Sekundární     
  

Tab. č. 1: Přehled typů osteoporózy 

 

1.1.2. Rizikové faktory osteoporózy 

Vrozená dispozice má až 50% vliv na vznik osteoporózy. Rizikové faktory 

pouze podpoří její vznik a rozvoj. Vyšší sklon ke vzniku osteoporózy mají jedinci 

nad 65 let, postmenopauzální ženy, kavkazské etnikum, ženy, které měly pozdní 

menarche a ženy, které nerodily (nuliparita). Silný rizikový faktor může být: 

zlomenina po neadekvátním násilí v osobní anamnéze, zlomeniny a projevy 

osteoporózy v rodinné anamnéze, nízký tělesný index (Body Mass Index = BMI), 

kouření a léčba některými léky (např. kortikoidy, antiepileptika,…) Blahoš, 2006. 

Další rizikové faktory jsou hypertyreóza, hypogonadismus, roztroušená 

skleróza, revmatoidní artritida, diabetes mellitus typu 1 a Cushingův syndrom 

(zvýšená hladina kortizolu v krvi) Gronholz, 2008. 

Mezi rizika, která lze ovlivnit, patří strava a způsob života. Je důležité mít 

vyváženou stravu bohatou na kalcium a vitamin D. Upřednostnění pohybu před 

sedavým způsobem života může riziko zlomeniny snížit. Vysoký příjem soli ve 

stravě patří mezi rizikové faktory pro vznik osteoporózy. Kouření u žen vede ke 

dřívější menopauze. Kuřačky jsou více ohroženy osteoporózou než nekuřačky. Také 

nadměrný příjem alkoholu a kávy má negativní vliv na kostní hmotu Broulík, 2009;  

Journal of the American College of Nutrition, 6/2002. 
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1.1.3. Diagnostika a vyšetřovací metody osteoporózy 

Mezi základní diagnostiku osteoporózy patří správné sestavení rodinné i 

osobní anamnézy, uvedení všech užívaných léků, prodělaných operací, fraktur atd., 

zpozorování některých ukazatelů na možnost výskytu osteoporózy např. snížení 

tělesné výšky v porovnání s výškou v třiceti letech pacienta o více jak 3 cm, 

vzdálenost žeber od pánve menší jak 2 cm nebo nízká tělesná hmotnost.   

Bone mass density (BMD) čili hustota kostní hmoty je používána jako zlatý 

standard pro diagnostiku osteoporózy. Jedná se o osteodenzitometrické vyšetření 

skeletu, jenž vyjadřuje množství kostního minerálu v plošné jednotce kosti. BMD 

patří mezi nejčastější vyšetřovací metody pro diagnostiku osteoporózy. Hodnota 

BMD se vyjadřuje pomocí tzv. T-skóre, které je definované jako standardní odchylka 

(SD) od mladé populace. Pokud je BMD v rozmezí +1,0 až – 1,0 SD od průměru 

BMD, je stav kosti normální. Jestliže se hodnota BMD nachází mezi -1,0 až -2,5 SD, 

pak se jedná o osteopenii. Hodnota BMD, která je nižší jak -2,5 SD, představuje 

jeden z rizikových faktorů osteoporózy, pokud tuto hodnotu provází osteoporotická 

zlomenina, můžeme hovořit o manifestované osteoporóze. 

Kvalita kosti se nejčastěji vyšetřuje při rentgenovém vyšetření, jelikož 

rentgenové vyšetření nemusí odhalit všechny pacienty s kompresivní zlomeninou 

v oblasti obratlů páteře, je důležité u rizikových skupin pacientů provést přesnější 

měření zvolením jiných vyšetřovacích metod. Zlomenina v oblasti páteře zvyšuje 

riziko další zlomeniny až pětkrát. BMD se vyšetřuje pomocí dvouenergiové 

rentgenové absorpciometrie (DXA). Měří se v oblasti kyčle, páteře a distálního 

předloktí. Vzhledem ke kvalitní reprodukovatelnosti se doporučuje měření BMD 

pomocí DXA v oblasti proximálního femuru, které je považováno za zlatý standard. 

Při měření pomocí DXA je nutné mít femur ve stabilizované poloze. DXA převyšuje 

rentgenové vyšetření svou nízkou radiační zátěží, vysokou reprodukovatelností a 

rychlostí měření. Měření pomocí DXA by se tak mohlo stát součástí každého 

vstupního vyšetření pro určení skupiny s rizikem výskytu osteoporózy.  Při měření 

BMD pomocí metody DXA se používá nejnižší naměřená hodnota. Zvláštní 

podskupinou metody DXA je Hip Stuctural Analysis (HSA) či strukturní analýza 

kyčelní kosti, která patří mezi důležité ukazatele pevnosti kostí. Nejedná se o 

geometrický strukturní parametr. 
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Dalším možným vyšetřením BMD je kvantitativní výpočetní tomografie 

(QCT). Měří se volumetrická denzita minerálu kortikální a trámčité kostní hmoty 

udávané v jednotkách g/cm
3 

v oblasti bederní páteře a proximálního femuru. 

Nevýhodou QCT oproti DXA je vyšší radiační zátěž a nižší reprodukovatelnost. 

Metoda, která doplňuje informace o kvalitě kosti je kvantitativní 

ultrasonometrie (QUS) vypovídající o BMD a struktuře kosti. Měří se nejčastěji 

oblast patní kosti, kosti holenní, čéšky, kosti předloktí (loketní a vřetenní kost) a 

kosti dlaně (metakarpální kosti a falangy). Výhodou metody QUS je časová 

nenáročnost, eliminace radiačního zatížení a náklady, avšak nevýhodou této metody 

je nižší reprodukovatelnost než u DXA  FONS, 2008; Štěpán, 2007; Čierny, 2007; 

Štěpán, 2006. 

Důležité je také laboratorní vyšetření krevního obrazu, sedimentace, jaterních 

testů, vyšetření hladiny glukózy, lipidů, kalcia, fosfátů, kreatininu a albuminu. Tato 

laboratorní vyšetření slouží k vyloučení dalších onemocnění, při kterých dochází 

k úbytku kostní hmoty. 

Kostní markery můžeme dělit na markery novotvorby a markery resorpce. 

Doplňují lepší představu o stavu kosti. Nevypovídají o množství kostního minerálu či 

kostní hmoty a tak je nelze použít pro diagnostiku osteoporózy. Spíše slouží 

k monitorování účinku léčby. Přímou nebo nepřímou činnost osteoblastů nám 

představují markery kostní novotvorby. Stanovují se v séru i plazmě. Mezi markery 

kostní novotvorby patří osteokalcin. Jedná se o nekolagenový specifický protein 

kostní matrix, který je syntetizován v osteoblastech. Jeho produkce je závislá na 

vitaminu K. Další marker kostní novotvorby je kostní izoenzym alkalické fosfatázy. 

Tento marker je první volbou při výrazně zvýšené novotvorbě kosti. 

Aminoterminální propeptid prokolagenu typu I se vyskytuje při syntéze kolagenu 

typu I a představuje vhodný ukazatel pro hodnocení funkce osteoblastů u pacientů 

s poruchami ledvin. Karboxyterminální propeptid prokolagenu typu I je méně 

vhodný ukazatel kostní novotvorby. 

Markery kostní resorpce jsou telopeptidy kolagenu typu I a pyridinolinové 

příčné spojky kolagenu.  Telopeptidy kolagenu typu I nezávisí na obsahu kolagenu 

v potravě, tudíž pacienti nemusí držet bezmasou dietu před vyšetřením. Stanovujeme 

2 typy telopeptidů kolagenu typu I – aminoterminální telopeptid, který závisí na věku 

a stupni pohlavního dospívání, a karboxyterminální telopeptid, který je typický pro 

degradaci kolagenu typu I v kostech. 
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Doplňující vyšetření zahrnují parathormon, který má receptory na 

osteoblastech a může rekrutovat nové osteoklasty z prekurzorů, parathyreoid 

hormon-related protein, kalcidiol, kalcitriol, estradiol, sexuální hormony vázající 

globulin a dehydroepiandrosteron sulfát (DHEAS). V České republice nejsou určeny 

jednotné standardy pro vyšetření osteoporózy. Dle doporučení Mezinárodní 

osteoporotické nadace (IOF) je vhodné používat jeden marker resorpce a jeden 

marker novotvorby. Měření by se mělo provádět do deváté hodiny ranní po 

celonočním lačnění. Na vyšetření se používá sérum, plazma, první či druhá ranní 

moč. Markery resorpce se měří v doporučeném intervalu tří až šesti měsíců, markery 

novotvorby v intervalu šesti měsíců mezi jednotlivými vyšetřeními FONS, 2008. 

 

1.1.4. Prevence a léčba osteoporózy 

Prevence osteoporózy by měla být už od dětství, jelikož po padesátém roku 

života hrozí každé druhé ženě a každému čtvrtému muži zlomenina spojená 

s osteoporózou. Díky stravovacím návykům a pravidelnému pohybu lze dosáhnout 

lepší kvality kostní hmoty a tím eliminovat riziko nástupu osteoporózy. Doporučené 

denní dávkování (DDD) vápníku se různí dle věku. Pro novorozence a kojence by 

DDD vápníku měla být 400 – 600 mg na den, u dětí do šesti let by se příjem měl 

pohybovat mezi 400 – 650 mg vápníku na den. Pro starší děti platí DDD vápníku 800 

– 1000 mg na den, pro dospívající 1200 mg vápníku za den a pro dospělé 1000 mg 

vápníku za den. Zvýšený příjem by měly mít sportovci, těhotné a kojící ženy, jejichž 

příjem by se měl pohybovat okolo 1500 mg vápníku za den. Také ženy v klimakteriu 

a starší lidé by měli dbát na zvýšený příjem vápníku, který by měl být 1200 mg za 

den. Kromě vápníku studie ukázaly, že je též důležitý dostatečný příjem vitaminu D, 

pro nějž je nesjednocené DDD. Pravidelný pohyb a správné zatěžování skeletu vede 

k posílení kostí a zvýšení jejich kvality. Optimální stravování a pohyb může snížit 

riziko osteoporotické zlomeniny až o 50 %. Správné stravování nemůžeme podcenit 

ani u pacientů, kteří už osteoporózou trpí. Doporučená strava pro prevenci 

osteoporózy by měla obsahovat alespoň tři porce mléka a mléčných výrobků se 

sníženým obsahem tuku, zeleninu s vysokým obsahem kalcia (např. brokolice, zelí), 

minerální vodu obohacenou kalciem, rybí maso alespoň jedenkrát do týdne, zahrnout 

jídlo bohaté na vitamin D a vitamin K, omezení potravin a nápojů s vysokým 

obsahem fosfátů, omezit jídla s vysokým množstvím oxalátů a omezit solení. Cvičení 
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a zatěžování bychom měli uzpůsobit zdravotnímu stavu jedince. Důležitým aspektem 

prevence osteoporózy je též omezení zlozvyků např. omezení kouření, pití alkoholu a 

nadměrného pití kávy Institute of Medicine, 2011; Blahoš, 2/2006; Peters a Martini, 

2010; Stránský a Ryšavá, 2009. 

Léčba osteoporózy je důležitá pro kvalitní život pacientů. Nehormonální léčba 

zahrnuje přípravky s kalciem a s vitaminem D. Kalcium má významnou roli v kostní 

síle, je nezbytný pro kosti i zuby. Kosti obsahují okolo 99 % celkového kalcia v těle. 

Kalcium se používá při normální hladině vitaminu D. Vápník se absorbuje v tenkém 

střevě, u dospělých se vstřebá 30 – 50 % pozřeného kalcia, u dětí je to až 75 %. 

Absorpční schopnost klesá úměrně s věkem. U osteoporotických pacientů je DDD 

kalcia 500 – 1500 mg na den. Kalciem se nelze předávkovat, jelikož při vyšším 

příjmu se snižuje aktivní vstřebávání. Uložení kalcia do kostí je závislé na působení 

testosteronu a estrogenu. Vyšší příjem soli zvyšuje vylučování kalcia močí, tudíž 

postmenopauzální ženy bývají více citlivé na sůl. Ženy, které užívaly kalcium 

v DDD, mají riziko zlomeniny po menopauze o 60 % nižší. Pozitivní vliv na 

reabsorpci kalcia v ledvinách má vitamin K. Užívání přípravků bohatých na vitamin 

D redukuje zlomeniny u starších lidí. Denní dávka vitaminu D 700 – 800 IU za den 

snižuje riziko nevertebrálních zlomenin a zlomenin v oblasti kyčle. Tato dávka nemá 

funkci DDD vitaminu D, pouze slouží k udržení optimální koncentrace vitaminu D 

v těle. Vitamin D je tvořen v pokožce působením ze slunečního záření. V období 

dospívání je důležitý i dostatečný příjem proteinů, který by se měl pohybovat okolo 

0,8 g na kilogram tělesné hmotnosti jedince. Pro starší jedince je DDD proteinů 

vyšší. Dostatečný příjem proteinů zajišťuje lepší BMD, proto nízkoproteinová dieta 

patří mezi jeden z rizikových faktorů osteoporózy. Nedávné studie prokázaly 

pozitivní vliv ovoce a zeleniny na kostní hmotu. Ovoce a zelenina obsahují 

magnesium. Též vysoké hladiny fosfátů redukují formaci aktivní formy vitaminu D 

v ledvinách, snižují krevní kalcium, zvyšují parathormon a snižují vylučování kalcia 

ledvinami. 

Mezi hormonální léčbu patří užívání estrogenů, které tlumí kostní remodelaci. 

Osteoprotegerin neutralizuje účinek cytokinů na osteoklasty. U žen, které prodělaly 

předčasnou menopauzu nelze volit estrogeny jako dlouhodobý lék kvůli zvýšenému 

riziku vzniku nádorů. Preparáty, které nahrazují endogenní progesteron, nazýváme 

gestageny. Fytoestrogeny jsou nesteroidní rostlinné složky vyvolávající účinek 

estrogenů, zde nalézáme různorodé údaje o vlivu na kostní metabolismus. Tibolon – 
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selektivní regulátor tkáňové estrogenní aktivity působí v některých tkáních jako 

estrogen a má pozitivní vliv na kosti. 

Selektivní modulátory estrogenních receptorů jsou syntetické látky např. 

raloxifen, tamoxifenen. Nevýhodou užívání těchto přípravků je zhoršení nebo 

navrácení klimakterických potíží. 

Bisfosfonáty patří mezi látky příbuzné pyrofosfátům. Snižují osteoklastickou 

aktivitu zvýšením jejich apoptózy. Do kosti se dostávají poměrně rychle a působí zde 

dlouho. Na studii, která probíhala 10 let u pacientek s postmenopauzální 

osteoporózou bylo zjištěno zvýšení BMD, posunutí k pozitivní balanci, primární 

mineralizace a snížení porosity.  Pacientky užívaly např. alendronát, risedronát 

Papapoulos, 2007; Broulík, 2009. 

Syntetický rekombinantní aminoterminální fragment lidského parathormonu 

či terapeptid stimuluje osteoblasty a inhibuje jejich apoptózu. Je určen pro ženy 

s těžkou osteoporózou a pro ty pacienty, kteří nereagují na jiné léky. Podává se 

injekčně denně. 

Stroncium ranelát je bivalentní sůl stroncia, jedná se o tzv. 

antiosteoporotikum. Má vliv na zvýšení kostní formace a snížení kostní resorpce, je 

zvýšen počet osteoblastů a zvýšená syntéza kolagenu. Známe dva domnělé 

mechanismy – aktivace kalcium nebo jiného kationtového receptoru (klonován 

z parathyroidních buněk), či zvýšení míry osteoprotegerinu spojeným s poklesem 

receptor aktivující nukleární faktor kappa-B ligandu (RANKL též tumor nekrotizující 

faktor ligandu nadčeledi člena 11) pomocí osteoblastů. Zlepšuje kostní 

mikroarchitekturu. In vitro inhibuje osteoklasty a zvyšuje alkalickou fosfatázu a 

kolagen syntézu. S každým přibývajícím 1 % BMD  se snižuje riziko vertebrální 

zlomeniny o 3%. Účinek tohoto přípravku potvrdila histomorfometrie a kostní 

biopsie. Inhibitor účinku RANKL se nazývá denosumab, který stimuluje proliferaci, 

dozrávání a aktivaci osteoklastů Papapoulos, 2007; Hamdy, 2009.  

Mezi další přípravky patří kalcitonin, nejúčinnější je kalcitonin lososí. Působí 

na osteoklasty a snižuje jejich aktivitu. V centrální nervové soustavě má vliv na 

vyplavování endorfinů, což způsobuje jeho analgetický účinek. 

Na zvýšení novotvorby kostní hmoty působí fluoridové soli, které však nejsou 

vhodné pro léčbu postmenopauzální osteoporózy. Nejednotné výsledky jsou udávány 

u anabolických steroidů. Ty u starších lidí zvyšují svalovou sílu. 
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V poslední době bylo zjištěno, že vitamin K má také pozitivní vliv na kost. 

Nezabrání ztrátě kostní hmoty při nízké hladině estrogenů, ale dokáže zpomalit ztrátu 

kostní hmoty u postmenopauzálních žen. Je méně účinný než kalcium a vitamin D. 

Slouží spíše k prevenci, nikoliv k léčbě. 

Ke zlepšení stavu kosti nám slouží i nefarmakologické přístupy např. 

fyzikální terapie, chrániče kyčelních kloubů, léčba kompresivních zlomenin 

obratlových těl, kdy je tekutý cement pod tlakem injekčně vpouštěn do obratlového 

těla. Důležitou roli hraje správný pohyb, kdy pacient by měl být dostatečně poučen, 

aby se eliminovalo riziko dalších možných úrazů. Pacientům je nabídnuto vhodné 

řešení pohybových aktivit, důraz je kladen na potřebnost chůze, kdy se doporučuje 

30 minut denně cvičit a alespoň jednu hodinu věnovat chůzi. Pacient je poučen o 

správném sezení, vstávání či zvedání předmětů Krhutová, 2006. 

 

1.2. Vitaminy 

Vitaminy jsou definované jako „organické sloučeniny, které jsou nezbytné 

pro správný růst, vývoj a funkci celého organismu nebo některý z jeho orgánů“.  

Název pochází z latinských slov „vital“ a „amine“, což znamená životně důležité 

aminy.  Lidské tělo si nedokáže většinu vitaminů samo vytvořit, a proto je přijímáme 

potravou (např. vitamin D se tvoří v kůži díky slunečnímu záření, vitamin K je 

produkován střevními bakteriemi). 

Vitaminy rozdělujeme do dvou základních skupin na vitaminy rozpustné ve 

vodě (př. vitamin B1, vitamin C, kyselina listová, …) též nazývané hydrofilní a na 

vitaminy rozpustné v tucích známé jako lipofilní. Mezi vitaminy rozpustné v tucích 

patří vitaminy A, D, E a K. Nedostatek vitaminu v těle nazýváme hypovitaminóza. 

Avitaminóza pak představuje úplný nedostatek vitaminu v těle. Naopak přebytek 

vitaminu v těle nazýváme hypervitaminóza. Pokud je v těle přebytek vitaminů 

rozpustných ve vodě, dochází k jejich vyloučení do moče. U vitaminů rozpustných 

v tucích nedochází k vyloučení do moče, ale může dojít k intoxikaci organismu, 

proto je možné se těmito vitaminy předávkovat Štern, 2011; Fajfrová, 2011. 
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1.2.1. Vitamin D 

Nejedná se o skutečný vitamin, ale spíše o steroidní hormon. Má dvě základní 

neaktivní formy ergokalciferol (D2) a cholekalciferol (D3). Dnes je známo asi 37 

metabolitů vitaminu D. Vitamin D2 je rostlinného původu, zatímco vitamin D3 je 

živočišného původu. Jednotlivé formy vitaminu se liší strukturou řetězce. Zdrojem 

vitaminu D jsou mořské ryby (makrely, sardinky, sledě, losos,…), tresčí játra, mléko 

a mléčné výrobky obohacené vitaminem D. Avšak přes 90 – 95 % vitaminu D 

získáváme přes kůži působením slunečního záření (o vlnové délce 290 – 315 nm). V 

některých oblastech Země  (nad 40. stupněm severní a pod 40. stupněm jižní 

zeměpisné šířky) se od října až do dubna nachází Slunce v pozici, která je nevhodná 

pro dostatečné vytvoření vitaminu D přes kůži, proto je nutné v těchto měsících dbát 

na zvýšení příjmu vitaminu D potravou. Produkci vitaminu D3 snižuje melanin, který 

s ním soupeří o UV záření, proto lidé s tmavší pletí potřebují delší čas pobytu na 

slunci než lidé se světlou pletí k vytvoření stejného množství vitaminu D Vávrová, 

2007; Bayer, 2008. 

 

 

Obr. č. 2: Struktura vitaminu D3 a vitaminu D2 

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

 

 

1.2.1.1. Metabolismus  

V kůži je přítomen 7-dehydrocholesterol, který působením UV záření 

konvertuje na 7-dehydrocholekalciferol. Získaný provitamin se mění na vlastní 

vitamin D3. Poté probíhá hydroxylace 25. uhlíku v jaterní tkáni, kdy vzniká 25-

hydroxyvitamin D3 (kalcidiol). Reakce je katalyzována 25-hydroxylázou a 

http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---C/Calciferols.htm
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zajišťována systémem cytochrom P450 (především izomery CYP2DII, CYPD25, 

CYP3A4 a CYP2R1). Následuje hydroxylace prvního uhlíku katalyzovaná 1α-

hydroxylázou, která probíhá v ledvinách a při které vzniká 1,25-dihydroxyvitamin D3 

(kalcitriol), jež je považován za aktivní formu vitaminu D. Tato reakce je 

stimulována parathormonem a/nebo nízkou koncentrací vápníku či fosforu v plasmě.  

Hydroxylace prvního uhlíku probíhá i jinde (př. v kůži, kostní tkáni, makrofázích 

aj.). Na inhibici probíhajících reakcí se podílí vysoké hladiny kalcia a fosfátu a také 

1,25-dihydroxyvitamin D3. Podobný mechanismus přeměny má i vitamin D2  

Vávrová, 2007; Bayer, 2008. 

 

 

Obr. č. 3: Metabolismus vitaminu D3 

(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 posledních letech je vitamin D nejčastěji spojován se stimulací kostní 

tkáně, kdy působí na aktivitu osteoklastů, resorpci minerálů tubuly ledvin a jejich 

absorpci střevní sliznicí (tz. že reguluje homeostázu kalcia a fosforu, zvyšuje 

produkci proteinu, který pomáhá přesunu kalcia ze střeva do buněk střevního epitelu, 

http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=8255
http://www.fitnesseverywhere.me/eat-well-article/all-you-need-to-know-about-vitamin-d/
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odkud se dostává do systémové cirkulace). U vitaminu D byly také zjištěny 

protinádorové efekty, tím že je schopen zvyšovat diferenciaci a snižovat proliferaci 

buněk. Stimuluje apoptózu nádorových buněčných linií. Má vliv již na prekancerózy. 

Byl též potvrzen vztah mezi expozicí na slunci a výskytem některých chorob jako je 

např. karcinom močového měchýře, karcinom jícnu či karcinom žaludku atd. Bayer, 

2008; Palička, 2011; Veselý, 2013. 

Vitamin D tlumí autoimunitní pochody. Potlačuje autoimunitní 

encefalomyelitidu. Snižuje incidenci diabetes mellitus, jelikož akceleruje přeměnu 

proinzulinu na inzulin a zvyšuje citlivost tkání na inzulin. Působí na zlepšení projevů 

lupusu, prodlužuje přežití štěpu po transplantaci a má vliv na systém renin-

angiotensin, čímž potlačuje riziko vzniku hypertenze. Bylo dokázáno, že čím je delší 

vzdálenost od rovníku, tím více se vyskytují pacienti s hypertenzí. Některé studie 

potvrdily možný vztah mezi vitaminem D a výskytem hypertenze, jiné studie tento 

vztah nepotvrdily. Z toho vyplývá, že hypertenzi nelze léčit suplementací vitaminu D 

Čepová, 2/2013; Nair and Masseh, 2012 

Vitamin D je také spojován s rizikem výskytu kardiovaskulárních chorob, 

jelikož u mnoha pacientů, kteří prodělali ischemickou chorobu srdeční nebo kardiální 

selhání, byla nalezena nízká hodnota vitaminu D. Pacienti, kteří mají nízkou hodnotu 

vitaminu D a prodělali srdeční selhání, mají zvýšené riziko úmrtí na toto selhání 

v porovnání s pacienty, kteří sice srdeční selhání prodělali, ale mají hladinu vitaminu 

D v normě Veselý, 2013; Nair and Masseh, 2012 . 

 

1.2.1.3. Doporučené denní dávkování 

DDD vitaminu D se liší dle pohlaví a věku. Zatím nejsou celosvětově dány 

stejné hodnoty DDD. Pro dospělé by měl být denní příjem alespoň 20 μg (tz. 800 

IU). V letních měsících je důležité zahrnout i pobyt na slunci. Expozice na slunci 

dvakrát týdně po dobu asi 20 minut by měla zahnout DDD. Jednotlivé publikace se 

liší v DDD, zde je uvedeno DDD dle Endokrinologické společnosti Čepová, 

2/2012. 
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Věk Celková populace (IU/den) Riziková populace (IU/den) 

 DDD Horní limit DDD Horní limit 

0 - 6 měsíců 600 1000 600 - 1000  2000 

7 - 12 měsíců 600 1500 600 - 1000  2000 

1 - 3 roky 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 

Těhotné a kojící     

14 - 18 let 600 - 800 4000 600 - 1000 4000 

19 - 50 let 800 - 1000 4000 1500 - 2000 10 000 

 

Tab. č. 2: DDD dle Endokrinologické společnosti 

 

1.2.1.4. Fyziologické hodnoty 

Doporučené referenční rozmezí vitaminu D je 75 – 250 nmol/l (to odpovídá 

20 ng/ml). Jelikož se většina populace nachází pod hranicí 75 nmol/l, byla hladina 

referenční rozmezí vitaminu D upravena na 50 – 250 nmol/l. Avšak hodnotu mezi 50 

– 75 nmol/l můžeme hodnotit jako insuficienci. Pod 50 nmol/l mluvíme o deficitu 

vitaminu D. Dostatečná hladina vitaminu D je 75 – 250 nmol/l. Nadbytek vitaminu D 

se pohybuje v rozmezí 250 – 375 nmol/l. Intoxikace je popisována od 375 nmol/l 

Čepová, 2/2012. 

 

  
vitamin D 

(nmol/l) 

vitamin D 

(ng/ml) 

deficit pod 50 pod 20 

insuficience 50 - 75 21 - 29 

dostatečnost 75 - 250  30 - 100 

nadbytek 250 - 375 101 - 150 

intoxikace nad 375 nad 150 
 

Tab. č. 3: Rozdělení hladin vitaminu D 
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1.2.1.5. Deficit, předávkování a jejich klinické projevy 

Deficit vitaminu D v USA a Evropě postihuje odhadem 30 – 50 % populace. 

Jedná se o velmi závažný problém. Nedostatek vitaminu D může způsobit mnoho 

příčin. Lidé často nepobývají na slunci dostatečně dlouho, jelikož se obávají rizika 

vzniku karcinomu kůže. Pokud jsou vystaveni slunečnímu svitu, používají krémy 

s vysokým faktorem ochrany před UV zářením (SPF – Sun Protection Factor) a tudíž 

neumožní přeměnu 7-dehydrocholesterolu v kůži. Krém s faktorem SPF 15 absorbuje 

až 93 % dopadajícího slunečního záření. V některých zemích světa přispívá 

k nedostatečné přeměně vitaminu D v kůži zahalování těla jako např. v muslimských 

zemích, kde žena chodí pouze zahalena Čepová, 3/2011. 

Dalším důležitým aspektem je nedostatečný přísun vitaminu D z jiného zdroje 

než ze slunečního svitu týkajícího se hlavně  zimního období, kdy je slunečního svitu 

podstatně méně a je nedostatečný. Lidé často v zimním období podceňují příjem 

vitaminu D, proto při hodnocení hladiny vitaminu D musíme brát zřetel na právě 

probíhající období.  

Deficit vitaminu D může doprovázet některé nemoci. Deficit vitaminu D 

nalézáme často u pacientů s celiakií, onemocněním střev (př. onemocnění typu 

Crohnovy choroby) nebo u chronického selhání ledvin, kdy dochází ke snížené 

hydroxylaci vitaminu D na aktivní metabolit. Déle trvající mírnější saturace dává 

riziko vzniku autoimunitních chorob.  

Předávkování může nastat u lidí, jež přijímají dávky 20 – 40 000 IU po dobu 

několika týdnů. Klinické příznaky intoxikace se projevují únavou, nechutenstvím, 

bolestmi hlavy, nauzeou, zvracením, polyurií a polydipsií vedoucí k dehydrataci. U 

dávkování vitaminu D se musí brát zřetel na zdravotní stav pacienta. U nemocných 

s granulomatózním onemocněním dochází k nekontrolovatelné konverzi 25-

hydroxyvitaminu D na kalcitriol. U primární hyperparathyreózy je též zvýšená 

produkce kalcitriolu. To způsobí poruchu kalciové homeostázy. Pokud je hladina 

celkového plazmatického kalcia vyšší jak 3,0 mmol/l je nutné zahájit léčbu Bayer, 

2008; Čepová, 3/2011.  
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1.2.2. Vitamin K 

Vitamin K patří do skupiny naftochinolů. Vitamin K má dvě základní formy.  

Fylochinon (vitamin K1) je rostlinného původu, který nalézáme v listové zelenině, 

řasách, rostlinných olejích, sójových bobech či rajčatech. Vitamin K1 je považován 

za základní transportní formu. Zatímco menachinon (vitamin K2) je produkován 

střevními bakteriemi a můžeme ho získat z živočišných zdrojů jako např. z hovězích 

jater, másla, žloutků či sýra. V případě vitaminu K2 se jedná o nenasycenou 

polyprenoidní formu. Vitamin K2 se může dělit dle počtu opakujících se 

izoprenových jednotek. Jednotlivé podtypy označujeme zkratkou MK a číslem, které 

značí počet izoprenových jednotek (např. MK-4, MK-6...). Další typ vitaminu K je 

synteticky připravený, jež nazýváme menadion (vitamin K3). Vitamin K3 je v České 

republice zakázaný podávat, jelikož ve vysokých dávkách u lidí může způsobit 

poškození organismu (např. rozpad červených krvinek). Vitamin K je stabilní vůči 

teplu a redukčním agens a nestabilní vůči  oxidaci, kyselinám, louhům a světlu. Jeho 

název je odvozen od koagulace, tedy srážení Bayer, 2008; Vávrová, 2007; Food 

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

 

 

 

 

Obrázek č. 4: Struktura vitaminu K1 a vitaminu K2  

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

 

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

Méně jak 50 % celkových tělesných zásob se získá pomocí produkce 

střevních bakterií, touto cestou se produkuje vitamin K2. Zbytek vitaminu K tělo 

přijímá z potravy. Vitamin K je resorbován v tenkém a tlustém střevě. Vitamin 

přijatý potravou je asi z 10 – 80 % resorbován. Ke správné absorpci je důležitá 

přítomnost žlučové kyseliny. Absorpce vitaminu K probíhá přes lymfu. Dále se krví 

transportuje do jater. V játrech se skladují fylochinony, ale větší převahu mají 

menachinony zhruba 1:9. Vitamin K se ukládá v játrech a jeho zásoby jsou omezené. 

Proto je důležité vitamin K stále doplňovat Vávrová, 2007; Bayer, 2008. 

 

1.2.2.2. Funkce 

Vitamin K má zásadní funkci v hemokoagulaci, protože se účastní tvorby 

hemokoagulačních faktorů – faktor II, VII, IX, X. Hemokoagulační faktory se 

syntetizují v játrech. Při poškození jater může nastat riziko krvácení z nedostatku 

hemokoagulačních faktorů. Inhibitorem účinku vitaminu K v hemokoagulaci je tzv. 

antikoagulancium (tj. léky působící proti krevní srážlivosti). 

Vliv má samozřejmě i na kostní hmotu. Vitamin K má funkci kofaktoru pro 

enzym katalyzující karboxylaci kyseliny glutamové na gama-karboxyglutamovou. 

Tato reakce je důležitá pro aktivní navázání kalcia a fosfolipidů na proteiny. 

V kostech existují vitamin K dependentní proteiny například osteokalcin, protein 

podílející se na ukládání kalcia do kostí. Syntéza osteokalcinu závisí na hladině 

kalcitriolu. U postmenopauzálních žen se podáním vitaminu K zpomalí úbytek kostní 

hmoty v bederní páteři. Vitamin K má též vliv na efektivitu substituce kalciem a 

vitaminem D3, pomáhá také při léčbě bisfosfonáty. Také se podílí na oxidativní 

fosforylaci. Vitamin K2 má nejsilnější gama-karboxylovou aktivitu. 

U vitaminu K byl pozorován ochranný vliv na měkké tkáně. Vitamin 

K zabraňuje kalcifikaci měkkých tkání a snižuje hladiny cholesterolu, tudíž eliminuje 

riziko vzniku aterosklerózy a snižuje riziko kardiovaskulárních onemocnění.  Další 

důležitý účinek vitaminu K byl prokázán in vitro na lidské osteosarkomatózní 

buněčné kultuře. Jedná se o antikancerózní efekt. Vitamin K může zastavit buněčný 

cyklus v G0-G1 fázi. Vitamin K2 je schopen způsobit apoptózu leukemických buněk 
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a buněk hepatomu. Vitamin K dokáže prodloužit dobu přežití pacienta s akutní 

myelocytární leukémií. 

Funkce vitaminu K může být negativně ovlivněna také vysokými dávkami 

vitaminu A a E nebo po podání některých antibiotik, které tlumí střevní produkci 

vitaminu K. Vysoké dávky vitaminů A a E působí jako antagonisté vitaminu K (mají 

vliv na vstřebávání vitaminu K střevem a na inhibici karboxylázy) Fojtík et al., 

2009;  Žofková, 2010; Fajfrová, 2011; Both et al., 2008; Theuwise et al., 2012. 

 

1.2.2.3.  Doporučené denní dávkování 

V literatuře najdeme buď 80 – 100 μg/den nebo 1 μg/kilogram tělesné 

hmotnosti. Zvýšená potřeba DDD nastává v pubertě, u těhotných a kojících žen. 

Z preventivních důvodů se vitamin K podává i novorozencům v dávce 1 mg. Dávka 

se opakuje jedenkrát týdně v období prvního měsíce života a u plně kojených dětí 

ještě jedenkrát měsíčně do půl roka života dítěte, jelikož mateřské mléko je chudé na 

vitamin K. Umělá výživa je obohacena vitaminem K. Podání vitaminu K zvyšuje 

koncentraci protrombinu, prokonvertinu a faktorů IX a X Vávrová, 2007; Fajfrová, 

2011. 

 

1.2.2.4.  Fyziologické hodnoty 

Fyziologické hodnoty se v literatuře liší. Zde je uvedena jedna z možností 

rozmezí 0,1 – 3,2 ng/ml Kraemer, 2012. Mummah-Schendel a Suttie publikovali 

článek o koncentraci fylochinonu měřeného u testované dospělé populace, dospěli 

k hladině 1,3 ± 0,64 (SD) ng/ml Mumah-Schnedel a Suttie, 1986. 

 

 

1.2.2.5.  Deficit, předávkování a jejich klinické projevy 

Nedostatek vitaminu K se často vyskytuje u novorozenců, jelikož nemají 

dostatečně osídlené střevo bakteriemi, které vitamin K produkují. U dětí a dospělých 

je nedostatek spojován s poškozením mikroflóry střeva př. užíváním širokospektrých 

antibiotik. Může také doprovázet autoimunitní onemocnění jako je například 
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celiakie. Nedostatek vitaminu K vede k poruše hemokoagulace, nastává 

hypoprotrombinemie, klesá syntéza prokonvertinu v játrech, prodlužuje se 

protrombinový čas (tzv. Quickův čas). Ne vždy je klinickým příznakem krvácení.  

Předávkování se často nevyskytuje. Týká se spíše pacientů, kteří nadměrně 

konzumují přípravky bohaté na vitamin K. Z potravy se nelze předávkovat. 

Intoxikaci provází bolesti hlavy a nechutenství. U nedonošených dětí a novorozenců 

s deficitem glukóza-6-fosfátdehydrogenázy se mohou vysoké dávky projevit 

hyperbilirubinémií a jaterním ikterem. Zvýšená hladina vitaminu K vyvolává tvorbu 

krevních sraženin Bayer, 2008. 

 

1.3. Metody stanovení vitaminu D 

První metoda na stanovení vitaminu D byla popsána v 70. letech 20. století. 

Byly to metody založené na principu chromatografie. Roku 1985 byla 

radioimunoanalýza (RIA) uznána vědeckou společností metodou vhodnou pro 

klinické použití na stanovení hladiny vitaminu D. Později byly použity další metody 

jako enzymová imunoanalýza (EIA) nebo chemiluminiscenční imunoanalýza. V roce 

2004 se začala používat kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií (LC-MS/MS) pro stanovení vitaminu D. S rostoucím počtem 

požadavků na stanovení vitaminu D přibývá studií, které zkoumají další metody 

stanovení. Nejčastěji se stanovuje metabolit 25-OHvitaminu D, který je v krvi v 

dostatečné koncentraci Fuchsová, 2013; Friedecký, 2012. 

 

1.3.1.  Imunochemické metody 

Imunochemické metody jsou založeny na principu reakce antigen-protilátka. 

Tyto metody můžeme dělit dle používané značky a měřeného signálu na RIA, EIA, 

luminiscenční analýzu a fluoroimunoanalýzu. RIA je citlivá metoda, které používá 

značení 
125

I, který slouží jako gamma zářič Štern, 2011. 

Dle autorů  Hollis et al. se mohl vitamin D stanovovat metodou RIA za 

použití značení 
125

I. Ke vzorku bylo přidáno 25 μl 25-OHvitaminu D a 
125

I-značený 

derivát vitaminu D. Poté se přidal 1,0 ml primárního antiséra, vzorek se promíchal a 

inkuboval 90 min při pokojové teplotě. Po inkubaci bylo přidáno 0,5 ml 

sekundárního antiséra a proběhla další inkubace trvající 20 minut. Poté se vzorek 
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odstředil při 2000  g po dobu 20 minut. Supernatant byl analyzován gamma zářením. 

Nevýhoda této metody spočívala v zkřížené reakci vitaminu D a jeho metabolitů. 

Výsledky byly porovnávání s HPLC (vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 

metodou s UV detekcí při 264 nm Hollis, 1993.  

Tuto metodu dnes využívá mnoho kitů např. jeden z uvedených je od firmy 

DiaSorin Inc., který používali autoři Safarin et al. Jedná se o nepřímý dvou-krokový 

test na stanovení 25-OHvitaminu D. Nejprve probíhá extrakce na fázi kapalina-

kapalina (LLE liquid-liquid extraction), kdy k 50 μl plazmy je přidán acetonitril. 

Druhý krok zahrnuje vlastní imunochemický test, ve kterém 25-OHvitamin D 

přítomný v plazmě soutěží o místo s 
125

I značeným 25-OHvitamin D. Přidaná 

primární protilátka je specifická pro 25-OHvitamin D2 i 25-OHvitamin D3 a její 

inkubace se vzorkem trvá 90 minut. Sekundární protilátka slouží k precipitaci 

vázaného materiálu. Její inkubace trvá 20 minut. Po inkubaci se všechen přebytečný 

materiál ze vzorku vymyje a zbývající sraženina se detekuje pomocí gamma záření. 

Výše gamma záření je nepřímo úměrná koncentraci 25-OHvitaminu D ve vzorku 

Sarafin et al., 2011; 25-Hydroxyvitamin D 
125

I RIA Kit. 

Tatáž studie provedla analýzu i pomocí chemiluminiscenční imunoanalýzy. 

Zde se jedná o přímou kompetitivní imunoanalýzu, která používá 25-OHvitamin D 

konjugovaný s izoluminolovým derivátem k soutěžení o místo s 25-OHvitaminem D 

v plazmě. Studie používala kit firmy DiaSorin Inc. U první inkubace dochází 

k navázání 25-OHvitamiinu D na magnetickou částici, která je potažena protilátkou. 

Tato protilátka je specifická pro 25-OHvitamin D3 i 25-OHvitamin D2. Inkubace trvá 

10 minut a poté se přidá konjugovaný 25-OHvitamin D a znova se inkubuje 10 

minut. Poté jsou magnetické částice promyty a ke zbylému vzorku se přidá startovací 

činidlo, které slouží k zahájení světelné reakce, jež se měří fotonásobičem. Množství 

naměřeného světla je nepřímo úměrné koncentraci 25-OHvitaminu D ve vzorku. 

Tato metoda používala dvou bodovou kalibraci Sarafin et al., 2011. 

Hlavní nevýhodou imunochemických metod je neodlišení 25-OHvitaminu D3 

od 25-OHvitaminu D2 a také zkřížené reakce mezi jednotlivými metabolity vitaminu 

D. U imunochemických stanovení si musíme také dávat pozor na výskyt interferencí. 

Výhodou těchto metod je finanční dostupnost a technická nenáročnost Friedecký, 

2012. 
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1.3.2. Chromatografické metody 

Jelikož imunochemické metody nerozlišují stanovení 25-OHvitaminu D2 a 

25-OHvitaminu  D3, byla snaha vědců vytvořit metodu, která tyto analyty od sebe 

odliší. Metoda, která je srovnatelná s imunochemickými metodami, je kapalinová 

chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií. LC-MS/MS dosahuje 

přesnějších výsledků stanovení než imunochemické metody Friedecký, 2012. 

Další chromatografická metoda, kterou lze odlišit 25-OHvitamin D3 od 25-

OHvitaminu D2 je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC). Dle autorů 

Kanďára a Žákové je při přípravě vzorků použito SPE (solid phase extraction) 

kolonek. V této studii se používá plazma ke stanovení 25-OHvitaminu D3 a 25-

OHvitaminu D2, která se uchovává při cca – 80 °C. Jako vnitřní standard (IS) byl 

použit retinol acetát. Vzorek obsahoval 500 μl plazmy a 10 μl IS a byl extrahován 10 

minut. Poté bylo přidáno 500 μl etanolu a vzorek byl inkubován při 4 °C po dobu 10 

minut. Po inkubaci byl vzorek centrifugován (22 000 g, 10 min.) a supernatant byl 

filtrován přes nylonový filtr (0,2 μm). SPE kolonky byly promyty metanolem a 

aplikovala se na ně směs etanol-voda (1:3, v/v). Průtok přes kolonky byl 1 ml/min, 

tohoto průtoku bylo dosaženo centrifugací (760 g, 2 min., 4 °C). Následně byl na 

kolonky aplikován filtrovaný supernatant rozpuštěný v 700 μl deionizované vody. 

Dále probíhá LLE, kdy se k 700 μl vzorku přidají 2 ml hexanu a vzorek je 

extrahován 5 minut. Poté následuje centrifugace (5000 g, 4 °C, 5 min.). Extrakce 

probíhá třikrát a výsledná kombinace extraktů je vysušena proudem dusíku. Odparky 

jsou rozpuštěny v 200 μl deionizované vody. Vzorek je nastřikován na kolonu. 

Mobilní fáze (MF) v této studii obsahuje 95 % metanolu v deionizované vodě (v/v). 

Průtok byl nastaven na 0,5 ml/min. a vlnová délka na 264 nm. Výhodou této metody 

je možné oddělení 25-OHvitaminu D3 od 25-OHvitaminu D2  Kanďár a Žáková, 

2009 . 

Autoři Turpeinen et al. publikovali jinou přípravu vzorku než předchozí 

autoři, která také dokáže oddělit 25-OHvitamin D3 od 25-OHvitaminu D2. V tomto 

případě byl zvolen větší průtok, tj. 1 ml/min a MF tvořilo 760 ml metanolu 

rozpuštěného ve vodě na celkový objem 1 litr. Vlnová délka zůstala nezměněna. 

Analýza vzorku na přístroji Agilent 1100 (Agilent Technologies) trvala 23 minut. 

Pokud vzorek obsahoval méně jak 5 g/l hemoglobinu či 100 μmol/l bilirubinu, 

nedocházelo k žádným interferujícím píkům Turpeinen et al., 2003. 
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V této bakalářské práci se stanovuje 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D2 

pomocí metody HPLC s UV detekcí za použití kitu od firmy Recipe.  

Největší celosvětový problém se stanovením vitaminu D je nízká 

porovnatelnost jednotlivých metod jak v rámci jedné laboratoře, tak i při 

mezilaboratorním porovnání. Zatím nebylo vyvinuto stanovení, které by bylo 

srovnatelné se všemi dnešními metodami  Friedecký, 2012. 

 

1.4.  Metody stanovení vitaminu K 

Nalezené studie na stanovení vitaminu K s dostatečnou validací zahrnují 

chromatografické metody.  

Autoři Haroon et al. používali LC s fluorescenční detekcí, kde stanovuje 

vitamin K1 v plazmě. Plazma byla získána z krve s příměsí EDTA 

(etylendiamintetraoctová kyselina) sloužící jako antikoagulační činidlo. Vzorky 

plazmy byly uchovány v zabalených zkumavkách při cca -20 °C. Po rozmrazení bylo 

použito 0,5 – 1,0 ml plazmy, ke které bylo přidáno 1,75 ng dihydro-vitaminu K1 v 

etanolu (0,02 ml), který představoval IS. Denaturace proteinů obsažených v plazmě 

probíhá pomocí přidání 2 ml etanolu, lipidy jsou extrahovány přidáním 6 ml hexanu. 

Po promíchání a centrifugaci (3500 g, 5 min) byl  supernanat, který obsahoval 

vitamin K1, IS a další lipidy, odpařen.  Pro odstranění polárních lipidů studie použila 

Sep-Pak kolonky (Waters). Pro eluci potřebného vzorku bylo použito 8 ml směsi, 

která se skládala z 30 ml dietyléteru doplněného do 1 litru hexanu. Poté byl vzorek 

odpařen a rozpuštěn v 1,0 ml hexanu. Do vzorku byly přidány 4 ml směsi ze 70 

mmol/l chloridu zinečnatého, 30 ml kyseliny octové a 970 ml acetonitrilu. Dále bylo 

přidáno 5 – 10 mg zinku. Směs se důkladně promíchala a zcentrifugovala. 

Supernatant obsahoval lipidy. Potřebná byla nižší vrstva, která obsahovala vitamin 

K1 a která byla odpařena a rozpuštěna v 6 ml hexanu. Poté byly přidány 2 ml vody. 

Vzorek byl promíchán a odstředěn. Supernatant obsahující vitamin K1 byl odpařen za 

proudu vzduchu při teplotě 60 °C. Vzorek byl rozpuštěn v 250 μl MF (200 ml 

dichlormetanu, 800 ml metanolu, 5 ml směsi obsahující 2,0 mol/l chloridu 

zinečnatého, 1,0 mol/l octanu sodného a 1,0 mol/l kyseliny octové) a nastřikován na 

kolonu. Analýza vzorku probíhala na chromatografickém systému od firmy Waters. 

Fluorescence probíhala při excitační vlnové délce 248 nm a emisní vlnové délce 418 
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nm. Průtok byl nastaven na 1,0 ml/min. Byl použit postkolonový reaktor obsahující 

zinkový prášek Haroon et al., 1986. 

Dále je možno stanovit vitamin K pomocí metody HPLC s hmotnostní 

spektrometrií. Jedná se o metodu, u níž bylo použito značení fylochinonu pomocí 

deuteria. Tato metoda ukazuje měření neznačeného a značeného fylochinonu 

současně Fu et al., 2009. 

Na trhu je v dnešní době dostupný kit od firmy Immundiagnostik, který 

stanovuje vitamin K1 pomocí metody HPLC s fluorescenční detekcí. Metoda využívá 

post-kolonový reaktor Vitamin K1 HPLC Kit. 

V této bakalářské práci byl použit postup publikovaný v článku autorů 

Marinova et al., kde se používá HPLC metoda s fluorescenční detekcí. Jedná se o 

obdobný postup, který provedl Haroon et al., ale tato publikace používá sérum 

namísto plazmy Marinova et al., 2011. Dále byl použit postup publikovaný 

v článku autorů Wang et al., u něhož byla taktéž použita metoda HPLC 

s fluorescenční detekcí Wang et al., 2004. Poté byl také použit kit firmy 

Immunodiagnostik, který jako jediný ve světě dodává kit na stanovení vitaminu K1. 

 

1.4.1.  Imunochemické metody 

Zatím nebyly publikovány metody, které by umožňovaly stanovení vitaminu 

K s dostačující validací Vávrová, 2007. 
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2.  CÍLE 

 

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

         OHvitaminu D2 v séru. 

 

  2. Porovnání výsledků měření vitaminu D u pacientských vzorků   

      získaných pomocí HPLC a imunochemického stanovení. 

 

 3. Vyvinout a validovat metodu pro stanovení vitaminu K1 a K2 v séru. 
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3.  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

3.1.   Materiál a metody 

3.1.1.  Přístroje 

 

-  HPLC sestava Agilent 1200 (Agilent Technologies) 

◦  Degasser 

◦  Kvartérní čerpadlo 

◦  Autosampler 

◦  Termostat kolony 

◦  Detektor DAD 

◦  Detektor FLD 

◦  software Chem32 (Agilent Technologies) 

-  Analytické váhy (Adventurer
TM

Pro) 

-  Centrifuga (Ependorf  5417R) 

-  Sušička s přívodem dusíku (Ecom) 

-  Třepačky (Velp, Scientifica; LT2) 

-  Výrobník superčisté vody pro HPLC (TKA- Smart2Pure, Germany) 

-  Analyzátor Abbott Architect i4000SR (Abbott) 

- Vakuová odsávačka vzorků (Sigma-Aldrich) 

 

 

Obrázek č. 5: HPLC sestava Agilent 1200 
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3.1.2.  Ostatní materiál 

 

-  automatické pipety BIOHIT 

-  špičky k pipetám 

-  skleněné pipety 

-  vialky 

-  skleněné inserty 

-  laboratorní sklo (zkumavky, kádinky, …) 

-  kolona pro vitamin D – Analytical Column with test chromatogram (k. č. 35030) 

-  předkolona pro vitamin D – Guard Column Holder (k. č. 35032) 

-  kolona pro vitamin K 

◦  kolona Agilent Eclipse Plus C18 3,0 x 150 mm, 5 μm (Agilent 

Technologies) 

◦  kolona Agilent Zorbax SB-C18 3,0 x 100 mm, 3,5 μm (Agilent 

Technologies) 

◦  kolona Agilent Zorbax Extend-C18 3,0 x 100 mm, 3,5 μm (Agilent 

Technologie) 

◦ kolona C18 – Superspher RP 18,4 μm, 125 x 4,6 mm (Superspher
®

) 

-  postkolonový reaktor pro vitamin K 

-  SPE kolonky  Sep-Pak Waters
®

 

 

3.1.3.  Reagencie 

 

3.1.3.1.  Reagencie pro HPLC 

 

-  promývací 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
®
) 

◦  mobilní fáze (k. č. 35010) 

◦  IS Internal Standard (k. č. 35012) 

◦  Serum Calibrator, lyophil. (k. č. 35013) 
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◦  Test Solution, lyophil. (k. č. 35014) 

◦  Precipitant (k. č. 35021) 

◦  ClinChek
®
 Control  - Level I, Level II (k. č. 35082) 

 

3.1.3.3.  Reagencie pro Abbott Architect 

-  25-OH Vitamin D Reagent Kit (Abbott, k. č. 3L5235) 

-  25-OH Vitamin D Controls (Abbott, k.č. 3L5210) 

-  25-OH Vitamin D Calibrators (Abbott, k. č. 3L5201) 

-  Pre-Trigger (Abbott, k. č. 6E23-65) 

-  Trigger (Abbott, k. č. 6C55-60) 

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

 

3.1.3.4.  Reagencie pro vitamin K 

 

-  octan zinečnatý (Sigma-Aldrich) 

-  zinek, prášek 99,995 % (Sigma-Aldrich) 

-  chlorid zinečnatý (Merck) 

-  2-propanol (Sigma-Aldrich) 

-  acetonitril (Sigma-Aldrich) 

-  diethylether (Sigma-Aldrich) 

-  methanol (Sigma-Aldrich) 

-  kyselina octová (Penta) 

-  octan sodný (Penta) 

-  ethylalkohol (Penta) 

-  hexan (Sigma-Aldrich) 

-  dichlormethan (Sigma-Aldrich) 

-  fylochinon K1 (Sigma-Aldrich) 

-  menachinon K2 (Sigma-Aldrich) 

-  Vitamin K1 HPLC (Immundiagnostik) 

◦  INT STD 

◦  CTRL1 

◦  CTRL2 
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3.1.4.  Příprava reagencií pro vitamin D 

 

3.1.4.1.  Příprava kalibračních roztoků 

 

Ze zásobního kalibračního roztoku, který byl součástí kitu pro stanovení 25-

OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D2, bylo připraveno 5 standardních roztoků 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 D2.  

 

 

 

 

 

 

Tabulka č. 4: Příprava kalibračních roztoků 

 

3.1.4.2.  Příprava kontrolních roztoků 

 

Kontrolní roztoky byly dodány ve dvou koncentračních hladinách, které byly 

značeny jako Level I (nízká hladina) a Level II (vysoká hladina). Kontroly se 

rozpustily ve 2 ml HPLC vody a mírně se promíchávaly po dobu 15 minut. Rozmezí 

koncentrací jednotlivých hladin je uvedeno v tabulce. 

 

Kontroly 
25-OHvitamin D3 

(nmol/l) 

25-OHvitamin D2 

(nmol/l) 

Level I 49,4 - 73,9 39,3 - 59,1 

Level II 177 - 267 159 - 239 

 

Tab. č. 5: Přehled rozmezí koncentrací kontrolních roztoků 

 

 

 

 

Kalibrační 

roztok 

Objem 

zásobního 

kalibračního 

roztoku (μl) 

Objem HPLC 

vody (μl) 

Výsledná 

koncentrace 

vitaminu D3 (nmol/l) 

Výsledná 

koncentrace 

vitaminu D2 (nmol/l) 

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 
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3.1.5. Příprava vzorků s vitaminem D pro analýzu 

Vzorky pacientů byly do laboratoře doručeny v zabalených plastových 

zkumavkách s akcelerátorem srážení (Vacuette) a byly uchovány v mrazícím boxu 

při cca -70 °C pro pozdější použití.  Do plastových vialek bylo napipetováno 500 μl 

Precipitantu a k němu bylo přidáno 400 μl vzorku (sérum, kontrola nebo kalibrátor). 

Dále byl přidán vnitřní standard o objemu 400 μl, který je uchováván při cca -18 °C. 

Vzorky byly řádně uzavřeny a promíchány na vortexu po dobu 30 sekund. Poté byly 

vloženy do centrifugy a stočeny při 10000 g po dobu 5 minut. Po stočení byl 

odpipetován supernatant do vialek se skleněným insertem, odkud byl vzorek 

nastřikován na kolonu. 

 

3.1.6.   Chromatografická analýza vzorků s vitaminem D 

Chromatografická analýza vzorků probíhala při průtoku mobilní fáze 1,0 

ml/min, tlaku 120 barů a teplotě kolony 40 °C. Bylo nastřikováno 50 μl vzorku. 

Vzorky byly detekovány při vlnové délce 264 nm. Doba analýzy každého vzorku 

trvala 12 minut. Po vyhodnocení prvních výsledků jsme se rozhodli, že nástřik 

upravíme na 60 μl pro zvýšení odezvy. Dále analýza probíhala za stejných 

podmínek. Retenční čas 25-OHvitaminu D3 byl v 6. minutě analýzy, 25-OHvitaminu 

D2 byl v 7. minutě analýzy a IS byl v 8. minutě analýzy. 

 

  

Obr. č. 6: Analýza vzorku – kalibrátor 
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Obr. č. 7: Analýza pacientského vzorku 

 

 

 

 

Obr. č. 8: Analýza pacientského vzorku (nález pouze 25-OHvitamin D3) 
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3.1.7.  Příprava reagencií pro vitamin K 

Byly testovány tři způsoby detekce vitaminu K. První způsob probíhal dle 

publikace Marinova et al., druhý způsob dle publikace Wang et al. a poté byl ještě 

testován kit na stanovení vitaminu K1 od firmy Immundiagnostik. 

  

3.1.7.1.  Příprava mobilní fáze  

Mobilní fáze (MF) pro vitamin K dle publikace Marinova et al. se 

připravovala z 880 ml metanolu, 100 ml acetonitrilu, 1,1 g octanu zinečnatého, 10 ml 

kyseliny octové a 10 ml vody. Dle publikace Wang et al. se používal gradient dvou 

MF. MF A si připravila z 994,5 ml metanolu a 5,5 ml roztoku, který byl tvořen 1 

mol/l kyselinou octovou, 2 mol/l chloridem zinečnatým a 1 mol/l octanem sodným. 

Zatímco MF B obsahuje pouze 100% dichlormetan. 

 

3.1.7.2.  Příprava zásobních roztoků  

Čisté standardy vitaminů K1 i K2 byly dodány firmou Sigma-Aldrich. Vitamin 

K1 představovala vazká tekutina, která byla kvantitativně naředěna do 500 ml 

etanolu. Vitamin K2 v podobě bílého prášku byl navážen pro naředění do 100 ml 

etanolu, kde navážka měla být 0,020 g (reálná navážka byla 0,01965 g). Oba roztoky 

(vitamin K1 i K2) byly ředěny do výsledné koncentrace 200 ng/ml. 

 

3.1.7.3.  Příprava standardních roztoků  

Na přípravu standardních roztoků bylo použito 100 μl zásobního roztoku o 

koncentraci 200 ng/ml a bylo přidáno 900 μl MF. Směsný standard se připravil z 790 

μl MF a 100 μl zásobního roztoku vitaminu K1 a 100 μl zásobního roztoku vitaminu 

K2 a 10 μl IS. 

 

3.1.8.   Příprava vzorků s vitaminem K pro analýzu 

Z pacientských vzorků se odebere 500 μl séra a přidá se 10 μl IS. Poté se do 

každého vzorku přidají 2 ml etanolu a vzorek byl vložen do třepačky po dobu 30 

sekund. Následuje přidání 4 ml hexanu a opět vložení na třepačku po dobu 5 minut. 
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Po extrakci byly vzorky přemístěny do centrifugy a stočeny při 3000 rpm po dobu 10 

minut při pokojové teplotě. Po stočení se supernatant napipetuje do čistých 

skleněných zkumavek a dá se odpařit za přívodu proudu dusíku při 50 °C. Odpařené 

vzorky jsou rozpuštěny v 2 ml hexanu. Na vakuovou odsávačku jsou připevněny SPE 

kolonky, pod kterými je sběrná zkumavka. SPE kolonky jsou aktivovány 3 x 3 ml 

hexanu. Poté je na kolonku aplikován vzorek rozpuštěný v hexanu, dále 2 ml hexanu 

a znova 3 x 3 ml hexanu. Po tomto kroku se vymění sběrné zkumavky za zkumavky, 

do kterých bude eluován vzorek, a kolonky jsou plněny 3 x 3 ml 3% dietyleteru 

v hexanu (v/v). Takto připravený vzorek je odpařen pod proudem dusíku. Vysušené 

vzorky se rozpustí v 60 μl 2-propanolu. Vzorek je vložen do vialky se skleněným 

insertem a je nastřikován na kolonu. Tato příprava probíhala dle publikace Marinova 

et al. 

Příprava vzorku dle publikace Wang et al.  se liší. Z pacientských vzorků se 

odebere 0,1 – 0,5 ml séra (nebo plazmy), přidá se 20 μl IS a 1,0 ml etanolu. Vzorek 

se 5 minut vortexuje. Poté se přidají 3,0 ml hexanu a vzorek je vortexován 10 minut. 

Po třepání je vložen do centrifugy a stočen při 2500 rpm po dobu 5 minut. Na 

vakuovou odsávačku jsou připevněny SPE kolonky, pod kterými je sběrná 

zkumavka. SPE kolonky jsou aktivovány šesti ml hexanu. Poté je aplikován 

supernatant ze stočených vzorků a znova 6 ml hexanu. Pro eluci vzorku je na 

kolonky aplikováno 6 ml 3,5 % diethyletheru rozpuštěného v hexanu (v/v).  Vzorek 

je odpařen a rozpuštěn v 25 μl dichlormetanu a 75 μl mobilní fáze A. Vzorek je poté 

nastřikován na kolonu.  

Příprava vzorku dle kitu na stanovení vitaminu K1 používá SPE kolonky, na 

které jsou aplikovány 3 ml metanolu a 3 ml HPLC vody. K 1 ml vzorku (sérum, 

kalibrátor, kontrola) se přidá 10 μl IS a takto připravený vzorek se aplikuje na 

kolonky. Vzorek je eluován do skleněných zkumavek a jsou k němu přidány 2 ml 

precipitantu. Vzorek je vortexován 1 minutu a poté je stočen při 3500 g po dobu 10 

minut. K supernatantu se přidají 4 ml extrakčního roztoku a je extrahován 2 minuty, 

poté je opět stočen při 3500 g po dobu 5 minut. Supernatant je vysušen. Takto 

připravený vzorek je stabilní při teplotě 4 – 8 °C po dobu 8 dnů. Vysušený 

supernatant je rozpuštěn v 150 μl mobilní fáze a je nastřikován na kolonu. 
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3.1.9.   Chromatografická analýza vzorků s vitaminem K 

Dle publikace Marinova et al. probíhala chromatografická analýza při průtoku 

MF 0,8 ml/min a teplotě kolony 22 °C. Na kolonu bylo nastřikováno 40 μl vzorku. 

Analýza probíhala při 246 nm excitační a 430 nm emisní vlnové délce. Doba analýzy 

vzorku byla 20 minut. 

Dle publikace Wang et al. probíhala chromatografická analýza při průtoku 

gradientu MF 0,6 ml/min a teplotě kolony 22 °C. Na kolonu bylo nastřikováno 45 μl 

vzorku. Doba analýzy trvala 28 minut. 

 

Dle publikace Wang et al. je třeba při analýze vzorků nastavit gradient MF. 

Nejprve probíhá analýza při 95 % MF A a 5 % MF B po dobu 10 minut, poté 65 % 

MF A a 35 % MF B po dobu 13 minut a konečná fáze 95 % MF A a 5 % MF B po 

dobu 5 minut. 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. č. 6: Přehled nastavení gradientu MF  

Dle kitu probíhala chromatografická analýza při průtoku mobilní fáze 0,9 

ml/min a teplotě kolony 30 °C. Na kolonu bylo nastřikováno 100 μl vzorku. Analýza 

probíhala při 248 nm excitační a 418 nm emisní vlnové délce. Doba analýzy trvala 

20 minut. 

 

 

 

 

 

 

 

čas (min) % A % B 

0 – 10 95 5 

10 - 23 65 35 

23 - 28 95 5 
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4.   VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

4.1.  Kit pro vitamin D 

Pro stanovení vitaminu D byl použit kit od firmy Recipe
®
, který slouží ke 

stanovení 25-OHvitaminu D2 a 25-OHvitaminu D3 v plazmě či séru metodou HPLC.  

 

4.2.  Validace metody pro vitamin D 

4.2.1.   Kalibrace 

Byla připravena pěti bodová kalibrace 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu 

D2. Jednotlivé kalibrační roztoky byly připraveny v dubletu ze zásobního 

kalibračního roztoku, který byl součástí kitu. Kalibrační roztok měl koncentraci 143 

nmol/l pro 25-OHvitamin D3 a 130 nmol/l pro 25-OHvitamin D2. Kalibrační roztoky 

byly připraveny 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 D2. Kalibrační 

křivka byla lineární v celém testovaném rozsahu. Pro výpočet koncentrace 25-

OHvitaminu D3 byla použita rovnice regrese y = 0,0031.x – 0,0235; kde y 

představuje poměr plochy píku stanovovaného analytu ku IS a x koncentraci 

stanovované látky. Hodnota regresního koeficientu pro 25-OHvitamin D3 je 0,9989. 

Pro výpočet koncentrace 25-OHvitaminu D2 byla použita rovnice regrese y = 

0,0029.x – 0,0215; kde y představuje poměr plochy píku stanovovaného analytu ku 

IS a x koncentraci stanovované látky. Hodnota regresního koeficientu pro 25-

OHvitamin D2 je 0,99861.  Hodnota regresního koeficientu udává míru rozptylu bodů 

kolem jednotlivých regresních přímek.  
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Obr. č. 9: Kalibrační křivka 25-OHvitaminu D3 

 

 

Obr. č. 10: Kalibrační křivka 25-OHvitaminu D2 

 

4.2.2.  Opakovatelnost 

Opakovatelnost je definována jako přesnost měření vzorků v sérii za 

podmínek opakovatelnosti. Mezi podmínky opakovatelnosti patří příprava vzorků 

toutéž osobou, měření vzorků na témže přístroji a se stejnou obsluhou, za stejných 

podmínek v rámci jednoho dne. V této bakalářské práci bylo použito měření vzorků 

připravených z kontrolních roztoků Level I a Level II (Recipe). Výsledky jsou 

uvedeny v tabulkách č. 7 pro Level I (nízká hladina) a č. 8 pro Level II (vysoká 

hladina). Z jednotlivých výsledků byl vypočítán průměr, směrodatná odchylka 

výběrová (SD), variační koeficient (CV) a bias. Směrodatná odchylka představuje 

míru rozptýlení hodnot od průměrné hodnoty. Čím je směrodatná odchylka nižší, tím 
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je měření preciznější. Variační koeficient je podíl směrodatné odchylky a průměrné 

hodnoty. Variační koeficient by neměl přesáhnout hodnotu 10 %. Na nízké hladině 

jsme dosáhli CV 5,71 % (25-OHvitamin D3) a 2,94 % (25-OHvitamin D2). Na 

vysoké hladině jsme dosáhli CV 1,72 % (25-OHvitamin D3) a 1,85 % (25-

OHvitamin D2). Výsledky uvedené v tabulkách č. 7 a č. 8 odpovídají požadavkům 

úspěšné validace.  

  

Level I 

25-OH 

vit. D3 

(nmol/l) 

25-OH 

vit. D2 

(nmol/l) 

 

 
Level II 

25-OH 

vit. D3 

(nmol/l) 

25-OH 

vit. D2 

(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   8 215,5 180,1 

9 63,5 47,8   9 209,3 181,5 

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   12 210,1 185,1 

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   17 205,4 179,4 

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   20 211,9 184,3 

Průměr 64,2 47,6   Průměr 211,7 183,6 

SD 3,6 1,5   SD 3,7 4,2 

CV (%) 5,7 3,1   CV (%) 1,7 2,3 

Bias (%) 4,2 3,3   Bias (%) 4,6 7,8 

            

Tab. č. 7: Opakovatelnost – Level I        Tab. č. 8: Opakovatelnost – Level II 

4.3.3.  Reprodukovatelnost 

Reprodukovatelnost či měření série vzorků za podmínek reprodukovatelnosti. 

Jedná se o porušení jedné z podmínek opakovatelnosti, např. měření vzorků 
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v nestejný den. V této bakalářské práci byla reprodukovatelnost prováděna na dvaceti 

vzorcích připravených z kontrolních roztoků nízké a vysoké hladiny. Všechny 

vzorky byly připraveny v jeden den, rozděleny do vialek a uloženy do mrazícího 

boxu při cca – 18 °C. Každý den byla měřena jedna kontrola nízké hladiny a jedna 

kontrola vysoké hladiny. Všechny vzorky byly měřeny na témže přístroji se stejnou 

obsluhou. Z výsledků byl opět vypočítán průměr, směrodatná odchylka výběrová, 

variační koeficient a bias. V tabulkách č. 9 a č. 10 jsou uvedeny všechny naměřené 

hodnoty a vypočítané parametry. 

 

Level I 

25-OH 

vit. D3 

(nmol/l) 

25-OH 

vit. D2 

(nmol/l)   

Level II 

25-OH 

vit. D3 

(nmol/l) 

25-OH 

vit. D2 

(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   4 206,4 181,7 

5 60,2 50,0   5 215,1 173,3 

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   9 212,0 167,5 

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   12 201,5 173,7 

13 61,3 45,4   13 206,2 175,2 

14 61,6 48,1   14 222,7 168,4 

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   18 205,5 172,2 

19 58,8 43,4   19 198,5 184,8 

20 56,4 42,6   20 207,4 167,8 

Průměr 60,4 45,8   Průměr 205,0 173,9 

SD 2,6 2,5   SD 8,4 5,7 

CV (%) 4,2 5,4   CV (%) 4,1 3,3 

Bias (%) 1,3 6,9   Bias (%) 7,6 12,6 

         

  Tab. č. 9: Reprodukovatelnost – Level I   Tab. č. 10: Reprodukovatelnost – Level II 
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4.3.4.  Správnost 

Správnost čili pravdivost představuje těsnost shody mezi průměrnou hodnotou 

získanou z řady výsledků a přijatou referenční hodnotou. Mírou správnosti je bias, 

který odhaduje hodnotu systematické chyby. Hodnota bias byla vypočítaná pro 

opakovatelnost i reprodukovatelnost a je uvedena v každé tabulce č. 7 – č. 10. 

Střední referenční hodnota kontroly nízké hladiny byla 61,65 nmol/l (25-OHvitamin 

D3) a 49,2 nmol/l (25-OHvitamin D2).  Na vysoké hladině dosahovala střední 

referenční hodnota 222 nmol/l (25-OHvitamin D3) a 199 nmol/l (25-OHvitamin D2).  

Tabulky č. 7 - 8 uvádí hodnoty bias pro opakovatelnost. U nízké hladiny (tab. 

č. 7) hodnoty bias dosahovaly 4,02 % (25-OHvitamin D3) a 3,73 % (25-OHvitamin 

D2). Tabulka č. 8 uvádí hodnoty bias pro vysokou hladinu, kde dosahovaly 4,38 % 

(25-OHvitamin D3) a 7,98 % (25-OH vitamin D2).  

Tabulky č. 9 – 10 uvádí hodnoty bias pro reprodukovatelnost. Tabulka č. 9 

uvádí hodnoty bias pro nízkou hladinu, kde dosahovaly 1,25 % (25-OHvitamin D3) a 

6,14 % (25-OHvitamin D2). Tabulka č. 10 uvádí hodnoty bias pro vysokou hladinu, 

kde dosahovaly 7,55 % (25-OHvitamin D3) a 12,73 % (25-OHvitamin D2). 

 

4.2.5.  Mez detekce 

Mez detekce (LOD – limit of detection) je nejnižší množství analytu ve 

vzorku, které může být detekováno a analytický signál je odlišitelný od šumu. Mez 

detekce se zjišťuje analýzou tzv. slepého vzorku, který je tvořen chromatografickou 

vodou. U slepých vzorků byla odečtena výška šumu a vypočítá se průměrná hodnota 

šumu. Mez detekce se vypočte z níže uvedeného vzorce z pěti bodové kalibrační 

křivky.  

   
  
  

 

Yd – 3.hmax – maximální kolísání základní linie  

b1 – směrnice kalibrační přímky, b1 musí vycházet z koncentrační závislosti y = b1.x, 

kde y je výška chromatografického píku 
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Tabulka č. 11 uvádí hodnoty výšek píků jednotlivých slepých vzorků, jejich průměr a 

maximální kolísání základní linie. 

Nulový 

vzorek 

Výšky píků 

25-OHvit. D3 25-OHvit. D2 

1 0,0119 0,0126 

2 0,0083 0,0143 

3 0,0124 0,0079 

Průměr 0,1009 0,0116 

3.hmax 0,0303 0,0348 

Tab. č. 11: Hodnoty výšky píků slepých vzorků 

 

Směrnice kalibrační přímky 25-OHvitaminu D3 b1 je 0,0061. Mez detekce pro 

stanovení 25-OHvitaminu D3 v séru metodou HPLC je 4,96 nmol/l. Výrobce kitu 

uvádí mez detekce 2,5 nmol/l. 

Směrnice kalibrační přímky 25-OHvitaminu D2 b1 je 0,0047. Mez detekce pro 

stanovení 25-OHvitaminu D2 v séru metodou HPLC je 7,40 nmol/l. Výrobce kitu 

uvádí mez detekce 2,7 nmol/l. 

Tento postup výpočtu meze detekce má být používán pro chromatografické 

metody. Avšak jak jsme zjišťovali, většina firem vyrábějících kity pro 

chromatografická stanovení tento postup nepoužívá, ale používají jiné postupy 

výpočtu meze detekce, které jsou doporučovány pro ostatní metody. Tyto způsoby 

výpočtu pak dávají nižší hodnoty meze detekce, což může být jedním z důvodů 

odlišných hodnot uváděných výrobcem od našich výsledků. 

 

4.2.6.  Výtěžnost 

Výtěžnost metody udává poměr množství analytu získaného danou 

analytickou metodou k přijaté referenční hodnotě. Výtěžnost udávaná výrobcem pro 

25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D2 je 99 – 104 %. Námi stanovovaná výtěžnost je 

92 – 104 %. Tato výtěžnost splňuje kritéria úspěšné validace. 

4.2.7. Robustnost 

Robustnost metody je vlastnost, která nám říká, jak je vzorek citlivý na změnu 

v postupu (např. skladovaní při jiné teplotě, vystavení slunečnímu svitu, …). 
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Robustnost udává spolehlivost metody při jejím běžném používání. V této bakalářské 

práci byla robustnost sledována na třech různých typech skladování vzorku. Vzorek 

byl připraven ze směsného séra od 20 pacientů. Vzorek byl nejprve změřen a 

obsahoval pouze 25-OHvitamin D3, jehož koncentrace byla 51,53 nmol/l. Poté byl 

vzorek rozdělen do tří zkumavek. První zkumavka byla skladována zabalená a 

uložená v lednici. Druhá zkumavka byla také uchovávána v lednici ale nezabalená, 

tudíž vystavena světlu. Třetí zkumavka byla uchována jako všechny pacientské 

vzorky, tz. zabalená a uskladněná v mrazícím boxu při cca – 70 °C. Měření vzorků 

probíhalo po 2, 5 a 7 dnech. Po dvou dnech bylo pozorováno mírné snížení u všech 

typů vzorků. Nejméně se hodnota snížila u třetího typu vzorku (zabalený, mrazící 

box) na 47,81 nmol/l, naopak největší snížení jsme zaznamenali u druhého typu 

vzorku (nezabalený, lednice) na 42,59 nmol/l. U prvního typu vzorku došlo ke 

snížení na 47,36 nmol/l. Po pěti dnech došlo k dalšímu snížení, které nebylo tolik 

odlišné od druhého dne. První vzorek se snížil na 46,81 nmol/l, druhý vzorek na 

41,69 nmol/l a třetí vzorek na 47,58 nmol/l. Autoři Wielders a Wijnberg, kteří 

testovali vliv teploty při skladování vzorků, dospěli k stejným poznatkům a také 

jejich výsledky ukazují na nejvyšší pokles po dvou dnech skladování.  Analyt 25-

OHvitaminu D3 označili jako „solid as rock“, což můžeme chápat jako stabilní 

analyt.  Sedmý den jsme pozorovali další snížení hodnot. První vzorek se snížil na 

hodnotu 45,67 nmol/l, druhý vzorek se snížil na 40,18 nmol/l a třetí vzorek se snížil 

na 47,07 nmol/l. 

Z tohoto testování můžeme říci, že vzorek je nejvíce stabilní při skladování 

v mrazícím boxu při cca – 70 °C a zabalený. Vystavení vzorku dennímu světlu vede 

k velkému snížení hodnot. Poměrně značné snížení počáteční hodnoty naměřené po 

dvou dnech můžeme připsat možnému špatnému způsobu manipulace se vzorkem při 

alikvotaci na jednotlivé části, jelikož poté už k tak výraznému snížení hodnot 

nedošlo. 

POČÁTEČNÍ HODNOTA: 51,53 nmol/l 

hodnoty v 

nmol/l 

zabalený 

v lednici 

nezabalený 

v lednici 

zabalený 

v mraz. 

boxu 

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. č. 12: Hodnoty jednotlivých vzorků při odlišném skladování 
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4.3.  Stanovení 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D2 u   

  pacientských vzorků 

V této bakalářské práci jsme prováděli laboratorní porovnání výsledků 

pacientských vzorků, které byly měřeny dvěma metodami. Stanovení pacientských 

vzorků bylo prováděno na sestavě Agilent 1200 (Agilent Technologies), která 

stanovuje 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D2, a dále bylo stanovení prováděno na 

sestavě Abbott Architect i4000SR (Abbott), která stanovuje 25-OH vitamin D. Obě 

tyto metody byly stanovovány ve Fakultní nemocnici Motol (FN Motol) na Ústavu 

lékařské chemie a klinické biochemie.  

Všechny pacientské vzorky byly odebírány na Ústavu lékařské chemie a 

klinické biochemie ve FN Motol do vakuových zkumavek s akcelerátorem 

hemokoagulace s červeným uzávěrem (Vacuette). Jednalo se o postmenopauzální 

ženy s prokázanou osteoporózou, které dosud nebyly léčeny. Po vstupní prohlídce 

jim byl nasazen Vigantol. Další kontrola následovala po 3 měsících léčby. K analýze 

je potřeba sérum. Vzorky byly po přijetí stočeny při cca 1000 g po dobu 10 minut. 

Takto připravený vzorek byl nejdříve analyzován na sestavě Abbott Architect 

i4000SR (Abbott). Získané sérum bylo předáno k analýze na sestavě Agilent 1200 

(Agilent Technologies), kde byl vzorek po přijetí nejprve zamrazen při cca – 70 °C. 

Takto zamrazený vzorek se musel zpracovat do tří měsíců. Rozmrazování a 

zamrazování se doporučuje nejvýše 4x. Před každou analýzou pacientských vzorků 

byly měřeny kontroly na nízké i vysoké hladině. V tabulce č. 13 je uveden přehled 

prvního měření výsledků obou metod. Všechny výsledky jsou uvedené v nmol/l. 

V tabulce č. 14 je uvedeno měření některých pacientek po cca 3 měsících, kdy již 

byly léčeny Vigantolem (Merck). 

číslo 

pacienta 

1. měření (nmol/l) 

Agilent 1200 Architect 

25-OHvit. 

D3 

25-OHvit. 

D2 

25-OH 

vit. D 

1 43,58   42,6 

2 59,44   37,9 

3 36,47 27,77 38,9 

4 101,44   83,9 

5 85,26   51,3 

6 90,15   62,4 

7 27,05 76,73 57,5 

8 48,68   32,1 

9 28,34   < 20 

10 57,25   51,6 

11 45,98   33,5 

12 134,91   67,1 

13 62,22 11,93 53,1 

14 106,87   56,9 

15 61,54   39,9 

16 34,14   33,3 

17 43,23   45,6 

18 99,62   115 

19 78,65   56,9 

20 58,11   38,6 

21 13,81   31,5 

22 27,19   44,2 
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23 74,42   74,4 

24 60,09   54,4 

25 97,91   142,2 

26 58,68   67,8 

27 94,42   85,9 

28 33,05   45,7 

29 46,01   48,5 

30 13,2   23,5 

31 23   35,7 

32 58,74 14,09 80,9 

33 66,22   90,9 

34 44   52,3 

35 51,5   60,1 

36 92,53   85 

37 68,21   89,9 

38 58,71   78,1 

39 78,76   73,4 

40 71,58   96,5 

41 50,67   51,9 

42 111,43   82,3 

43 110,59   95,7 

44 65,19   65,8 

45 56,02   85 

46 86,57   87 

47 99,45   76,2 

48 24,8   30,6 

49 26,32   30,6 

50 60,64   39,3 

51 63,82   62,6 

52 41,73 10,16 53,7 

53 12,61   30 

54 75,2   80,7 

55 50,25   46,3 

56 58,36   58,7 

57 51,14   52,3 

58 32,44   26,1 

59 8,28   23,5 

60 118,96   119,7 

61 26,41   33,7 

62 38,3   57,5 

63 30,22   50,6 

64 70,68   77,7 

65 91,16   108,6 

66 36,34   52,7 

67 53,34   83,8 

68 44,2   83,9 

69 20,18   31,7 

70 54,29   51,7 

71 22,17   23,3 

72 20,54   61,7 

73 55,73   68,2 

74 104,46   66,3 

Tab. č. 13: Výsledky pacientských vzorků po měření na sestavě Agilent 1200 a  Architect i4000SR 

 

 

číslo 

pacienta 

2. měření (po cca 3 měsících) (nmol/l) 

Agilent 1200 Architect 

25-OHvit. 

D3 

25-OHvit. 

D2 
25-OH vit. 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. č. 14: Výsledky pacientských vzorků po nasazení léčby 
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Data analýzy pacientských vzorků byla statisticky vyhodnocena pomocí 

softwaru GraphPad Prism 6.0 a Microsoft Excel 2010. Normalita rozložení dat byla 

vyhodnocena pomocí šikmosti a špičatosti v Excelu. U dat naměřených pomocí 

metody HPLC na sestavě Agilent 1200 (Agilent Technologies) bylo zjištěno 

rovnoměrné rozložení dat, zatímco data získaná pomocí imunochemické metody ze 

sestavy Architect i4000SR (Abbott) byla rozložena nerovnoměrně. Z tohoto důvodu 

byla data vyhodnocena Mann-Whitney testem. Nejprve byly porovnávány hodnoty 

pouze 25-OHvitaminu D3 u prvního měření pacientských vzorků. Dle výsledků 

tohoto testu se jedná o statisticky nevýznamný rozdíl mezi hodnotami analýzy na 

sestavě Agilent 1200 a Architect i4000SR, hodnota p-value dosahovala 0,5853. 

Jelikož sestava Architect i4000SR hodnotí sumu 25-OHvitaminu D byl 

proveden další Mann-Whitney test, který porovnával součet výsledků z analýzy na 

sestavě Agilent 1200 (tz. suma 25-OHvitamin D3 a 25-OHvitamin D2) s výsledky 

z imunochemického stanovení na sestavě Architect i4000SR. Zde se opět jednalo o 

statisticky nevýznamný rozdíl mezi hodnotami jednotlivých analýz, hodnota p-value 

byla 0,9746. 

Přesto u některých vzorků byly naměřeny značně odlišné hodnoty. Tuto 

odlišnost můžeme přisuzovat zkříženým reakcím, které se vyskytují při 

imunochemickém stanovení, jelikož kit na stanovení 25-OHvitaminu D (Abbott) pro 

sestavu Architect používá polyklonální ovčí protilátku. Zkřížená reakce 25-

OHvitaminu D3 je 105 % a 25-OHvitaminu D2 82 %. Další významnou zkříženou 

reakcí je metabolit 24,25-dihydroxyvitamin D3 112 %. Dalším významným faktorem 

odlišnosti dat by mohla být určitá závislost uvolnění vitaminu D z vazby na protein 

vázající vitamin D (DBP). Uvolnění vitaminu D z vazby na DBP závisí na hodnotě 

pH reakční směsi. Koncentrace DBP se u jednotlivých pacientů liší a to může 

ovlivnit výsledky měření. Manuál u kitu uvádí srovnatelnost s metodami DiaSorin 

LIAISON 25-OH Vitamin D Total a LC-MS/MS 25-OH Vitamin D. Porovnatelnost 

jednotlivých metod stanovení hydroxy vitaminu D je celosvětovým problémem. Náš 

předpoklad byl, že hodnoty naměřené pomocí HPLC budou alespoň částečně nižší 

než hodnoty naměřené imunochemicky právě kvůli velkému procentu zkřížených 

reakcí s mnoha dalšími metabolity. U některých vzorků byly však hodnoty naměřené 

pomocí HPLC podstatně vyšší než hodnoty naměřené imunochemicky. Interpretace 

výsledků z imunochemického stanovení musí být velmi opatrná s ohledem na stav 

pacienta. Imunochemické metody převládají svou snadností, komfortností  a 
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dostupností vyšetření. Pro značnou odlišnost jednotlivých stanovení nelze 100% určit 

hodnotu cut-off Friedecký, 2011; Friedecký, 2012, Manual Architect. Jak uvádí 

článek autorů Friedecký et al. problém srovnatelnosti výsledků jednotlivých 

analytických metod spočívá v nedostatku standardizace měření, což vyplývá z 

výsledků programů externích hodnocení kvality. Přestože je snaha o standardizaci 

měření vitaminu D, došlo v posledních letech paradoxně ke zhoršení stavu 

analytického měření, kdy nastal poklesu reprodukovatelnosti pozorovaných v 

kontrolních programech Systému externí kontroly kvality (SEKK) v České republice 

z hodnoty variačního koeficientu 6-11  % (r. 2008) na hodnotu 16 % (r. 2010). V 

Německu se projevilo zhoršení ještě výrazněji v programu Německá společnost pro 

klinickou chemii a laboratorní medicínu (DGKL) z hodnoty 15-19 % (r. 2008) na 

hodnotu 32-37 % (r. 2010). Autoři Turpeinen et al. testovali srovnatelnost HPLC s 

dalšími imunoanalytickými metodami. Nejlépe dopadla srovnatelnost HPLC a 

metody RIA, kde korelační koeficient byl 0,829. Zatímco srovnatelnost mezi 

jednotlivými druhy imunoanalýz přinesla překvapivé výsledky, RIA a luminiscenční 

imunoanalýza korelovaly velmi špatně R
2
 = 0,595 a to obě metody používaly stejné 

protilátky. V publikaci se dále uvádí lepší výsledky stanovení metodou HPLC než 

imunochemickými metodami Turpeinen, 2003.  Autoři Snellman et al. publikovali 

srovnání chromatografické metody s imunochemickými metodami. Naměřili vyšší 

hladiny 25-OHvitaminu D3 metodou vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s hmotnostní detekcí za použití chemické ionizace za atmosférického tlaku (HPLC-

APCI-MS) průměr 85 nmol/l než imunochemickými metodami (RIA, luminiscenční 

imunoanalýzou) průměr 70 nmol/l a 60 nmol/l a doporučují tuto metodu pro 

stanovení 25-OHvitaminu D3  a 25-OHvitaminu D2 jako spolehlivější. Metoda 

HPLC-APCI-MS je též dobře srovnatelná s LC-MS/MS Snellman, 2010. 

Na sestavě Agilent 1200 jsme testovali také kontroly používané pro sestavu 

Architect i4000SR. Jednalo se o kontroly na třech různých hladinách. První kontrolu 

L jsme naměřili 57,06 nmol/l. Střední hodnota udávaná výrobcem kitu byla 50 

nmol/l. Druhou kontrolu M jsme naměřili 99,87 nmol/l, střední hodnota udávaná 

výrobcem kitu byla 100 nmol/l. Třetí kontrolu H jsme naměřili 189,41 nmol/l, 

udávaná střední hodnota byla 187,5 nmol/l. Tímto testem jsme chtěli ověřit, zda se 

hodnoty naměřené metodou HPLC  výrazně neliší od hodnot stanovených 

imunochemickou metodou. 
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Zajímavé je stanovení u pacientky č. 3, u které byla pomocí HPLC naměřená 

hladina jak 25-OHvitaminu D3 tak i 25-OHvitaminu D2, pacientka byla měřena i po 3 

měsících léčby, ale ani v jednom případě imunochemická metoda pravděpodobně 

nedetekovala 25-OHvitaminu D2, jelikož hodnoty z imunochemického stanovení jsou 

pokaždé srovnatelné s hodnotami 25-OHvitaminu D3 naměřeného pomocí HPLC.  

Pacientka č. 7 byla léčena pouze 25-OHvitaminem D2 a ani u této pacientky nebyla 

naměřena hodnota hydroxy vitaminu D taková, aby odpovídala zkřížené rekci s 25-

OHvitaminem D2, jak je uváděno výrobcem. 

Stanovení 25-OH vitaminu D3 a 25-OH vitaminu D2 metodou HPLC je 

poměrně citlivé na správné označení píků. Jelikož při této analýze jsou plochy píků 

malé, uplatňuje se poměrně velký vliv subjektivního hodnocení laboranta, jež 

analýzu provádí. Posunutí hraniční meze píku může významně změnit hodnotu 

stanovovaného analytu. 

Graf č. 1 ukazuje porovnání dat 25-OHvitamin D3 měřeným na sestavě 

Agilent s 25-OHvitaminem D měřeným na sestavě Architect. Na grafu je znázorněna 

hodnota mediánu a rozsah minimální až maximální hodnoty. Hodnota mediánu je 

56,64 nmol/l pro 25-OHvitamin D3 a 56,90 nmol/l pro 25-OHvitamin D. Průměr 

výsledků 25-OHvitaminu D3 (Agilent) je 58,21 nmol/l ± 28,75 nmol/l. Průměr 

výsledků 25-OHvitaminu D (Architect) je 60,39 nmol/l ± 24,86 nmol/l. Pro všechny 

naměřené hodnoty byl vypočítán Spearmanův korelační koeficient r = 0,9999, kde 

jsme si ověřili, že se jedná o nelineární závislost. Pro hodnoty do 110 nmol/l  se 

jedná o lineární závislost, kde byl vypočítán korelační koeficient 0,9803. 

Graf č. 2 ukazuje porovnání dat 25-OHvitamin D3 + 25-OHvitamin D2 

měřených na sestavě Agilent s 25-OHvitaminem D měřeným na sestavě Architect. 

Na grafu č. 2 je znázorněna výše mediánu a rozsah minimální až maximální hodnoty. 

Hodnota mediánu je 58,24 nmol/l pro součet výsledků 25-OHvitaminu D3 a 25-

OHvitaminu D2. Průměr součtu výsledků 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D2 je 

60,11 nmol/l ± 28,91 nmol/l. Hodnota průměru, mediánu a SD pro 25-OHvitamin D 

(Architect) je totožná s výsledky u prvního grafu. Stejně tak zde byl vypočítán 

Spearmanův korelační koeficient r = 0,9999 pro nelineární závislost. Pro hodnoty do 

110 nmol/l  se jedná o lineární závislost, kde byl vypočítán korelační koeficient 

0,9781.  V tabulce č. 15 jsou hodnoty shrnuty.  

 

 



Bakalářská práce 

 

57 

 

 

(hodnoty v nmol/l) Medián Průměr SD 

25-OHvitamin D3 56,64 58,21 28,75 

25-OHvitamin D3 + 

25-OHvitamin D2 
58,24 60,11 28,91 

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

Tab. č. 15: Hodnoty mediánu, průměru a směrodatné odchylky v pacientských vzorcích 
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Graf č. 1: Porovnání dat 25-OHvitamin D3 vs. 25-OHvitamin D (medián, rozsah měření) 
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Graf č. 2: Porovnání dat 25-OHvitamin D3 + 25-OHvitamin D2 vs. 25-OHvitamin D (medián, rozsah 

měření) 

 

Dále byla porovnána data prvního měření u vybraných pacientů a druhého 

měření, které bylo cca po 3 měsících nasazené léčby Vigantolem. Porovnávali jsme 

zvlášť měření chromatografické a zvlášť měření imunochemické. 
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Data z prvního chromatografického měření byla rozložena nerovnoměrně, 

zatímco data z druhého chromatografického měření byla rozložena rovnoměrně. 

Rozhodli jsme se použít Mann-Whitney test, který dokázal, že výsledky nejsou 

rozdílné, p-value bylo 0,4422. Medián prvního chromatografického měření byl 58,11 

nmol/l. Průměr výsledků byl 59,23 nmol/l ± 30,21 nmol/l. Medián druhého 

chromatografického měření byl 62,08 nmol/l, průměr výsledků byl 65,44 nmol/l ± 

26,18 nmol/l. Data jsou zobrazena v grafu č. 3, kde můžeme vidět hodnotu mediánu 

a rozsah všech výsledků. V tabulce č. 16 jsou hodnoty shrnuty. 

 

 

 

 

Tab. č. 16: Hodnoty mediánu, průměru a směrodatné odchylky v pacientských vzorcích před a po 

léčbě – chromatografické stanovení 
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Graf č. 3: Porovnání dat chromatografického měření (medián, rozsah měření) 

 

Data imunochemického měření byla také porovnána. Normalita rozložení dat 

byla rovnoměrná. Tudíž jsme použili nepárový parametrický t-test. Hodnota p-value 

vyšla nižší než 0,0001, a proto se jedná o data rozdílná. Průměr prvního 

imunochemického měření byl 43,23 nmol/l ± 12,27 nmol/l, medián byl 38,75 nmol/l. 

Průměr druhého imunochemického měření byl 69,38 nmol/l ± 13,95 nmol/l , medián 

byl 69,60 nmol/l. Na grafu č. 4 můžeme vidět hodnoty mediánu a rozsah všech 

výsledků. V tabulce č. 17 jsou hodnoty shrnuty. 

(hodnoty v nmol/l) Medián Průměr SD 

1. chromatograf. měření 58,11 59,23 30,21 

2. chromatograf. měření 62,08 65,44 26,18 
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(hodnoty v nmol/l) Medián Průměr SD 

1.imunochemické měření 38,75 43,23 12,27 

2. imunochemické měření 69,6 69,38 13,95 

Tab. č. 17: Hodnoty mediánu, průměru a směrodatné odchylky v pacientských vzorcích před a po 

léčbě – imunochemické stanovení 
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Graf č. 4: Porovnání hodnot imunochemického měření (medián, rozsah měření) 

 

4.4.       Vývoj metody na stanovení vitaminu K1 a vitaminu K2 v séru 

Všechny dostupné metody, které stanovují vitamin K, používají buď uměle 

vyrobený IS, jedná se o derivát vitaminu K, jež není komerčně vyráběn, nebo 

využívají komerčně dostupný IS vyráběný firmou Immunodiagnostik, která jako 

jediná vyrábí kit pro stanovení vitaminu K1 v séru či plazmě.  V této bakalářské práci 

byl využit komerčně dostupný IS (Immunodiagnostik) a byly testovány postupy 

uvedené v publikacích Marinova et al., Wang et al. a poté byl též testován celý kit na 

stanovení vitaminu K1 (Immunodiagnostik). 

Dle publikace Marinova et al. byla testována kolona Agilent Eclipse Plus C18 

(Agilent Technologies). Bylo prováděno první měření jednotlivých standardů (K1, 

K2, IS a směs standardů) a byly nastaveny stejné chromatografické podmínky jako v 

publikaci Marinova et al. Po vyhodnocení analýzy bylo zjištěno, že píky standardů 

K1 a IS se v páté minutě analýzy při průtoku 0,8 ml/min překrývají a nebylo by 

možné je od sebe odlišit. I po změně průtoku na 0,6 ml/min se píky K1 a IS od sebe 

dostatečně neoddělily. Poté jsme ještě více snížili průtok na 0,5 ml/min, připravili 

jsme si standardy a vyextrahované vzorky. U standardů bylo možné při průtoku 0,5 
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ml/min odlišit pík K1 od píku IS, ale u vyextrahovaných vzorků docházelo ke koeluci 

píků K1 a IS (obr. č. 11 -12). 

 

Obr. č. 11: Analýza směsi čistých standardů (kolona Agilent Eclipse Plus C18) 

 

Obr. č. 12:  Analýza vyextrahovaného vzorku (kolona Agilent Eclipse Plus C18) 
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Kolona Agilent Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies) byla testována také 

dle publikace Wang et al. při průtoku MF 0,6 ml/min. Nástřik směsi standardů 

přinesl neuspokojivé výsledky, tudíž kolona nebyla dále testována vyextrahovanými 

vzorky (obr. č. 13). 

  

Obr. č. 13: Analýza směsi standardů dle Wang et al. (kolona Agilent Eclipse Plus C18) 

Poté byla testována kolona Agilent Zorbax SB-C18 (Agilent Technologies) 

výsledky analýzy standardů dopadly obdobně jako u prvního typu kolony. Kolona 

byla zkoušena při třech různých průtocích: 0,5; 0,6 a 0,8 ml/min. V žádné analýze 

nebylo možné píky standardů K1  a IS oddělit. U této kolony byly zkoušeny různé 

přípravy vzorků. Připravili jsme si 2 sady vzorků. První sada vzorků oproti druhé 

neobsahovala vodu. Od každé sady byly připraveny tři vzorky. Všechny typy vzorků 

byly připraveny dle publikace Marinova et al. První typ byl připraven totožně s 

publikací, druhý typ byl připraven podle téhož návodu, ale byl pouze jednou 

extrahován a třetí typ vzorku byl jednou extrahován a nevysušen. I přes špatnou 

kvalitu výsledků analýzy bylo zřetelné, že třetí typ vzorků (s vodou i bez vody) má 

nejhorší výsledky, tudíž jsme tuto přípravu zavrhli (obr. č. 14 – 15). Vzorky, které 

neobsahovaly vodu, měly analýzu podstatně lepší. Tato kolona byla zkoušena i dle 

publikace Wang et al. při průtoku 0,6 ml/min. Ani tato analýza nepřinesla uspokojivé 

výsledky. Znova byl nalezen nerozdělený pík standardů K1 a IS (obr. č. 16). 
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Obr. č. 14: Analýza směsi standardů metoda dle Marinova et. al (kolona Zorbax SB-C18) 

 

 

Obr. č. 15: Analýza vyextrahovaného vzorku dle publikace Marinova et. al (kolona Zorbax SB-C18) 
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Obr. č. 16 : Analýza směsi standardů dle publikace Wang et al. (kolona Zorbax SB-C18) 

 

Třetí testovaná kolona Agilent Zorbax Extend-C18 (Agilent Technologies) 

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

vyextrahované vzorky. U standardů bylo možné částečně od sebe odlišit píky K1 a 

IS. Na vyextrahovaných vzorcích nebylo odlišení píků K1 a IS možné (obr. č. 17 - 

18). Při změně průtoku na 0,5 ml/min a změně teploty na 30°C jsme dosáhli 

úspěšného oddělení píku K1 a IS. Následující den jsme analýzu opakovali pro 

ověření výsledků a opět jsme dosáhli spojených píků, navíc se píky posunuly v čase 

analýzy. Provedli jsme ještě sérii dalších stanovení při průtoku 0,5 ml/min a teplotě 

30 °C. Pokud byly měřeny standardy samostatně a následně v softwaru překryty 

nedocházelo ke splývání. Když byly standardy v jednom vzorku, pík nebylo možné 

rozlišit. 
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Obr. č. 17: Analýza směsi standardů dle Wang et al. (kolona Zorbax Extend-C18) 

Obr. č. 18: Analýza vyextrahovaného vzorku  dle Wang et al. (kolona Zorbax Extend-C18) 

Dalším testem byl kit firmy Immunodiagnostik, která jako jediná dodává kit 

na stanovení vitaminu K1 v plasmě a séru. Přesto na počátečním testování nebylo 

možné odlišit pík standardu K1 od IS (obr. č. 19 – 20). 
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Obr. č. 19: Analýza směsi standardů K1 a IS dle návodu kitu (Immundiagnostik) 

 

Obr. č. 20: Analýza standardu K2  

Po testování kitu jsme dospěli k závěru, že problém nejspíše bude v komerčně 

dodávaném IS. Jelikož kit byl testován na stejné koloně, která je uvedena v manuálu 

(kolona C18 – Superspher RP 18,4 μm, 125 x 4,6 mm). Na vyvinutí metody bychom 

potřebovali mnohem více prostoru, než který je vymezen zpracování bakalářské 
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práce. Z důvodu časové tísně jsme nemohli v testování pokračovat. Analýza vitaminu 

K je mnohem časově náročnější než předchozí analýza na vitamin D. Příprava 

vyextrahovaných vzorků trvala cca 3 hodiny. A poté chromatografická analýza 

jednoho vzorku trvala cca 30 minut. Jelikož všechny analytické postupy byly 

testovány postupně, bylo třeba vždy doobjednat potřebný analytický materiál. To 

znamenalo značné časové zdržení. Nedospěli jsme k vyvinutí žádné metody pro 

stanovení vitaminu K1 a vitaminu K2 v séru. V dalších experimentech je třeba ověřit, 

zda se jedná o špatnou šarži vnitřního standardu, když separace neprobíhá ani s kitem 

určeným k analýze vitamínu K1 a nebo najít a oslovit firmu, která by byla schopna 

připravit derivát vitaminu K1.  
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5.  ZÁVĚR 

V této bakalářské práci byla provedena úspěšná validace metody HPLC na 

stanovení 25-OHvitaminu D3 a 25-OHvitaminu D2 v séru za použití kitu firmy 

Recipe
®
. Metoda nejprve byla kalibrována. A poté byla stanovována přesnost a 

správnost za podmínek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Variační koeficienty 

opakovatelnosti a reprodukovatelnosti nepřesáhly hladinu 6 %, hodnoty bias byly do 

13 %. Při testování robustnosti metody jsme zjistili, že denní světlo má vliv na 

hodnotu 25-OHvitaminu D3. Opakované rozmrazování zásadně hladiny 25-

OHvitaminu D3 neovlivnilo.  

Při porovnání výsledků 74 postmenopuazálních pacientek metodami HPLC a 

chemiluminiscenční imunoanalýzou jsme dospěli ke zjištění, že mezi jednotlivými 

metodami nebyly zjištěny statisticky významné rozdíly naměřených výsledků. 

Předpokládali jsme, že hladina 25-OHvitaminu D stanovená chemiluminiscenční 

imunoanalýzou bude u většiny pacientů vyšší, jelikož tato metoda je doprovázena 

řadou zkřížených reakcí. Překvapivě byly naměřeny vyšší hodnoty hladiny 25-

OHvitaminu D3 u některých pacientek metodou HPLC. Díky metodě HPLC jsme 

mohli rozpoznat hladinu 25-OHvitaminu D3 a hladinu 25-OHvitaminu D2 odděleně. 

U chemiluminiscenční imunoanalýzy tyto hodnoty nerozpoznáme, protože výsledek 

tvoří suma různých metabolitů vitaminu D. Příprava vzorků pro chromatografické 

měření není příliš obtížná, proto by se mohlo toto stanovení zavést do rutinního 

provozu laboratoře, i když v porovnání s imunochemickým stanovením je časově 

mnohem náročnější. 

Dále jsme se v této bakalářské práci snažili vyvinout metodu na stanovení 

vitaminu K1 a K2 v séru pomocí metody HPLC s fluorescenční detekcí. Analýza na 

stanovení vitaminu K metodou HPLC je velice časově náročná. Metoda byla 

testována dvěma různými publikovanými postupy analýzy na 3 různých kolonách. 

Žádný postup nepřinesl uspokojivé výsledky, s kterými by bylo možné dále pracovat. 

Setkali jsme se s problémem oddělení vitaminu K1 od komerčně dodávaného 

vnitřního standardu. Po neúspěšných analýzách jsme se rozhodli pro pořízení kitu na 

stanovení vitaminu K1 v séru či plazmě. Tento kit byl také testován, avšak se zde 

vyskytl stejný problém jako v předchozím testování, tz. neoddělení píku vitaminu K1 

od IS. Z tohoto testu jsme usoudili, že případný problém bude nejspíše v komerčně 
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dodávaném IS. Z důvodu nedostatku času již nebylo provedeno další testování jiného 

vnitřního standardu, což může být podnětem pro další experimenty. 

Celá práce byla podpořena projektem Ministerstva zdravotnictví koncepčního 

rozvoje výzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL). 
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