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1. Seznam zkratek

VDBP - vitamin D vazici protein

NHANES — Nation Healthy and Nutrition Examination Surveys
EDCF — endotel-odvozeny konstrikéni faktor

TBC — tuberkul6za

Vit.D — vitamin D

HPLC MS/MS - vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostnim

spektrometrem

UVB - ultrafialové zafeni B

IU — mezinarodni jednotka

UV — ultrafialové zafeni

DNA — deoxyribonukleova kyselina

nm — nanometr

ml — mililitr

ug — mikrogram

Obr. — obrazek

PTH — parathormon

PTH1/2R — receptor 1/2 pro parathormon
CYP — cytochromy P450

GPCR - receptor spfazeny s G-proteinem
VDR - receptor pro vitamin D

DM1 — diabetes mellitus 1: stupné

MHC-2 — hlavni histokompatibilni komplex 2



Th1/2 — T pomocna burka 1/2

IL — interleukin

US army — armada spojenych statl

nmol — nanomol

dl — decilitr

kg — kilogram

i.m. — intramuskularné

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
C — celsium

CG/MS - plynova chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem
Oasis HLB — hydrofilni — lipofilni rovhovaha
min. - minuta

RP — obracené faze

kV — kilovolt

RP — ADS — obracené faze — alkyl-diol silica
mM — milimol

MRM — multiple reaction monitoring

Tab. — tabulka

UA — mikroampér

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
CV,— chyba analyticka

VK - varia¢ni koeficient

CV, — chyba intra-individualni

Rt — retenéni ¢as
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2. Uvod

Trendem zkoumani poslednich let v klinické biochemii se stal bezpochyby
vitamin D. Zajem o toto téma kazdym rokem roste, proto vznika mnoho praci, které
propojuji zejména molekularni biologii a klinickou biochemii. Vitamin D je latka velmi
komplexni. | diky velkému mnozstvi forem, které vytvafi, je popsani jeho uc€inkd velmi

slozitym tématem, které zasahuje do fady metabolickych drah.

Pro¢ se soustfedit pravé na dokonalé porozuméni vitaminu D? Pokud se
podivame na jeho vyznam z historického hlediska, jaké jsou jeho projevy, dostaneme
se do 19. stoleti, kde prvni zjiSténi, Ze existuje néco jako vitamin D, pfinesla kfivice.
Pujdeme-li po Casové pfimce blize k 21. stoleti, dostaneme se k tuberkul6ze (TBC).
Aniz by si to lidé uvédomovali, pravé diky vitaminu D vzniklého slunénim se
v sanatoriich, se ¢astecné dafilo bojovat proti TBC. V druhé poloviné 20. stoleti jiz byl
vitamin D, alespon nékteré jeho formy, a ¢aste¢né jeho syntéza znama. V dnesni dobé
vime, ze ma vliv na 500 a vice lidskych genl. Zapojuje se do kalcium-fosfatového
systému. Jeho biologicka aktivita souvisi se spravnou funkci srdecni soustavy, brani
vzniku nadorovych bujeni a stejné zvySuje odolnost proti dalSim onemocnénim, které

dnes suzuji lidstvo. # > % 1

Pro vznik nejriznéjSich studii je potfeba vitamin D analyzovat. V dnesni dobé je
mozné diky technice analyzovat jak geny a proteiny, které né&jak interaguji
s vitaminem D a jeho formami, tak koncentraci celkového vitaminu D nebo jeho
jednotlivych forem, které jsou pfitomné v lidském séru. S rostoucim mnozstvim studii
vznikda mnoho odpovédi, ale tyto odpovédi Casto odhali dalSi otazky. Pfikladem je
snaha vytvofit referencni rozmezi pro vitamin D. Je mnoho studii, které poskytly zavéry
s navrhnutym referenénim rozmezim. AvSak tyto zavéry se Castetné rozchazeji u
hodnot ur€ujicich deficitni stav a stav avitaminézy a hypervitaminézy. | proto se dnes
spiSe mluvi o hodnoté odpovidajici normalnimu vSeobecnému zdravi, ktera Ccini

75 nmol/l 9, 24, 25, 26, 27, 29, 31

Aby data ziskana ze studii byla porovnatelna, musi se ovéfovat spolehlivost
jednotlivych metod méficich stejny analyt mezi sebou. Za timto uCelem vznikla tato
prace, ktera porovnava vysledky vitaminu D total (vit. D total) méfené metodou elecsys
vit. D total na pfistroji cobas E411 ROCHE s metodou kapalinové chromatografie

slouzici spiSe pro vyzkumné ucely. Pouzita metoda kapalinové chromatografie poskytla



vyhodu dikladnéjsi analyzy vzorkd. Jedna se o systém HPLC MS/MS, ktery je

schopen analyzovat mnozstvi jednotlivych forem vitaminu D ve vzorku.

Aby prace byla pfinosem, byla zaméfena na oblasti, které nejsou dokonale
zmapované. Detailni detekce jednotlivych forem vitaminu D neni jediny faktor
specificnosti prace, ale i vybér vzorku byl volen tak, aby navysil mnozstvi dat, kde jich
neni doposud mnoho. Vysledky tedy poskytnou detailni nahled na mnoZstvi

jednotlivych forem vitaminu D u nejmladsi populace ve véku od 0 - 15 let.

Naméfena data jsou v praktické Casti zpracovana do grafll a vyhodnocena.
Teoreticky podklad k pochopeni dulezitosti vitaminu D je sepsan v reSersni ¢asti. Mél
by poskytnout pfehled jednotlivych forem vitaminu D, ktery se bé&Zné vyskytuje
v lidském organismu. Dale pak zakladni metabolismus a jeho rozSifeni o vedlejsi
drahy, pfi kterych vznikaji epimery zakladnich metabolitl. Pravé dllezitost epimernich
forem je v poslednich letech intenzivné zkoumana. | vtéto jsou zminény jedny
z prvnich zjisténych specifickych biologickych u€inkd tohoto vitaminu. Mimo specifické
vlastnosti epimerickych forem vitaminu D je i pfiblizena dllezita role, kterou hraje pfi
kalcium-fosfatovém metabolismu, srde¢ni funkci aj. Obecné se da Fici, ze diky jeho
biologickym u€inkim je nesporné esencialni latkou pro lidsky organismus. V zavére¢né
Casti reSerse jsou vysvétleny vyhodnocovaci metody, které byly pouZity ke zpracovani

vysledkd, a metody pouzité k méfeni. **
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3. Teoreticka cast

3.1. Vitaminy

V historii umirali lidé za riznych okolnosti. Pravdépodobné by tehdy malokoho
napadlo, Ze néktera onemocnéni mohou souviset s pestrosti stravy. Ucebnicovym
prikladem jsou namofnici trpici rdznymi problémy z ddvod( jednotvarné stravy. Ve
snaze vysvétlit tuto skuteCnost, vznikaly pokusy, kdy byla upravena strava pro mysi,
aby odpovidala stravé lidi izolovanych na lodi. MysSi krmené bilkovinami, tuky, cukry,
soli a vodou onemocnély a uhynuly. Poté bylo zjisténo, Ze je tuto smés nutno obohatit
0 mléko, pfipadné o extraktivni latky pfitomné v bézné potravé. Latky pfidané do smési
byly nazvany pfidatnymi Ciniteli potravin. Funk je v roce 1912 nazval vitaminy neboli

Zivotni aminy a& ne v8echny vitaminy obsahuji aminoskupinu. **

Dnes jiz znamou obecnou vlastnosti vitaminu je, Ze si je lidsky organismus
nedokaze sam vytvofit. Proto je nutné zajistit jejich pfijem z potravy. Pokud neni
zajistén, maze dojit k avitaminéze. Pravdépodobné nejznaméjSi nemoci spojenou
s avitamindzou jsou kurdéje. Konkrétnéji se jedna o nedostatek vitaminu C, ktery se
negativné projevil pravé u zmifnovanych namorniku. DalSi znamou nemoci je kfivice.
Kfivice mlze byt zplsobena jak nedostatkem vitaminu D, tak nedostatkem vapniku.
Dfive se kfivice projevila v oblastech, kde lidé trpéli hladem nebo kde byl tak husty
smog, Ze sluneéni zafreni neprochazelo v dostate¢né mife. Pfikladem jsou mésta

v Anglii b&hem pramyslové revoluce. *°

Opakem avitamindzy je hypervitaminéza. K tomuto stavu, pfispiva fakt, ze
nékteré vitaminy jsou rozpustné v tucich. U vitaminG rozpustnych ve vodeé je riziko
velmi nizké, protoze mohou byt z téla snadno vylou¢eny moci. Naopak u vitamin(
rozpustnych v tucich hrozi riziko hypervitamindzy, protoze télo je mlze snadno

zadrzovat diky lipofilni povaze. *°
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3.2. Charakteristika vitaminu D

Vitaminem D, ktery patfi do skupiny vitaminu rozpustnych v tucich, se oznacuje
souhrnné nékolik forem steroidnich hormonalnich prekurzori. Casto jsou oznagovany
jako kalciferoly. NejznaméjSimi formami kalciferol jsou ergokalciferol oznacovany jako
D2 a cholekalciferol neboli D3. Zakladni funkéni vlastnosti je pfispévek k procesu
vapenaténi kosti. Pfi avitaminéze vznika u rostouciho organismu jiz zmifiovana kfivice
— rachitis, u dospélého osteoporéza a osteomalacie, jejimz projevem je fidnuti kosti.
Ztéchto i jinych pozdéji zminénych ddvodu, se stal vitamin D sledovanym

biochemickym markerem. > > 1

Jednou z dulezitych vlastnosti biochemickych markert je stabilita. Bylo zjisténo,
Ze vitamin D je v krevnim séru ,odolny jako skala“. Vzorky i po nékolika dnech za
pokojové teploty mély stejnou hodnotu koncentrace. Pfi zmrazeni na teplotu -20°C byl
vzorek stabilni pfes pull roku. K degradaci nedochazelo ani pfi nékolikanasobném

rozmrazovani. !

3.3.  Formy vitaminu D

Ergokalciferol je znam také pod obchodnim nazvem calcidiol, deltalin, drisdol.
Puvod ergokalciferolu je z rostlin a hub. Prekurzory pro jeho biosyntézu jsou morfin a
ergosterol. Ergokalciferol byl shledan stejné GCinny jako cholekalciferol, a proto se
dnes vyuziva jako vitaminovy doplnék, pfipadné Kk fortifikaci jidla. Je ziskavan

z kvasinkového ergosterolu pomoci UV zafeni. ?

Cholekalciferol je zivo¢isného puvodu. DalSim nazvem, pod kterym je znam je
kalciol. Prekurzorem pro biosyntézu kalciolu je 7-dehydrocholesterol. Pro biosyntézu je
opét potieba pfitomnost UV zafeni. Samotny cholekalciferol je neaktivni formou

vitaminu D3. *°

Mezi dalSi formy vitaminu D3 patfi kalcifediol a kalcitriol. Kalcifediol je také
nazyvan kalcidiolem, hydroxycholekalciferolem a nebo 25(OH)D3. Aktivni formou

vitaminu D3 je kalcitriol znamy téz jako 1,25(0OH),D3. Jednotlivé struktury vitaminu D
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mohou také vytvaiet odliSné isomery pomoci hydroxy skupin. Jednotlivé epimery

budou pfiblizeny pozdé&ji v &asti metabolismu vitaminu D. *

Obr. 1. Cholekalciferol*

Tab.1. Nomenklatura slouéenin vitaminu D?

Aktualni trivialni nazev

Cholekalciferol

25-hydroxycholekalciferol

1a,25-
dihydroxycholekalciferol

Ergokalciferol

1a,25-
Dihydroxyergokalciferol

22,23 Dihydroergokalciferol

10,24 R, 25-
Trihydroxycholekalciferol

Previtamin D 3

Tachysterol 3

Isovitamin D 3

Dihydrotachysterol 5

Doporuceny trivialni

nazev

kalciol nebo
cholekalciferol

kalcidiol

kalcitriol

erkalciol nebo
ergokalciferol

erkalcitriol

(24 S )-methylkalciol
nebo 22,23
dihydroerkalciol

kalcitetrol

(6 Z)-takalciol

takalciol

(5 E )-isokalciol

dihydroerkalciol
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Obr. 2. Ergokalciferol**

Systematicky steroidni nazev

(52Z,7E)-(3S)-9,10-seco-5, 7,10
(19)-cholestatrien-3-ol

(5Z2,7E)-(3S)-9,10-seco-5, 7,10
(19)-cholestatriene-3 ,25-diol

5zZ,7E)-(1S,3R)-9,10-seco-
5, 7,10 (19)-cholestatriene-1 ,3,25-
triol

(5Z,7E,22E)-(3S)-9,10-seco-
5, 7,10 (19) ,22-ergostatetraen-3-ol °

(52,7E,22E)-(1S,3R)-9,10-
seco-5, 7,10 (19) ,22-ergostatetraen-
1,3,25-triol ©

(5Z,7E)-(3S)-9,10-seco-5, 7,10
(19)-ergostatrien-3-ol ©

(5Z2,7E)-(1S,3R,24R)-9,10-
seco-5, 7,10 (19)-cholestatriene-1
,3,24,25-tetrol

(62)-(@3S)-9,10-seco-5 (10) ,6,8-
cholestatrien-3-ol

(6E)-(3S)-9,10-seco-5 (10) ,6,8-
cholestatrien-3-ol

(5E,7E)-(3S)-9,10-seco-1 (10)
,5,7-cholestatrien-3-ol

(5E,7E)-(3S,10S)-9,10-seco-
5 ,7-cholestadien-3-ol



3.3.1. Zdroje vitaminu D

Nejefektivnéjsim zdrojem vitaminu D je naSe vilastni télo. Pokud je pokozka
vystavena UV zafeni (290-315 nm), dochazi ke vzniku provitaminu D3 z7-
dehydrocholesterolu. Ten je teplotou pfeveden na cholekalciferol. Pokud je velky
nadbytek slunecniho zafeni, je cholekalciferol pfeveden do inaktivnich substanci na
lumisterol a tachysterol, takze nehrozi toxifikace. B€hem 30 minut, kdy dopada na nase
ruce, tvar a télo slunecni zareni, se vytvofi osobé se svétlejSi kuzi pfiblizné 100001U
vitaminu D3. Schopnost vytvaret si vlastni vitamin D3 je ovlivnéna Fadou faktortl. U
slune¢niho zafeni je proménnym faktorem pfitomnost UVB zafenim a uhel dopadu
zafeni na zemsky povrch. StarsSi lidé a lidé s tmavSi pleti museji byt vystaveni zafeni
delSi dobu. Starnuti kize mize snizit schopnost vytvaret cholekalciferol az o 75%.
UVB zareni je oznacovano za Skodlivou slozku slune€niho zarfeni, ktera mlze vytvaret
chyby na DNA. Proto se doporucuje chranit opalovacimi krémy s ochranou proti UV
zareni, pficemz dochazi opét ke snizeni schopnosti vytvaret vitamin D az o 80% pfi

pouziti ochranného faktoru 8 a vice. *°

Potravinovym zdrojem vitaminu D3 mohou byt jatra, vajeény Zloutek nebo
mléko. NejlepSim mimotéinim zdrojem vitaminu D jsou ryby a rybi tuk. Hladina
vitaminu D vrybach je zavisla na prostfedi, ve kterém ryba Zila. Ryby ziskavaji
vitamin D z fytoplanktonu. Nejvy$Si obsah vitaminu D je v mofskych divoce Zijicich
rybach. Nejen prostiedi, ale i Uprava jidla maze ovlivnit negativné mnozstvi vitaminu D
v potravé. Pfi smazeni v rostlinném oleji midze dojit k poklesu az o 50% mnozstvi
vitaminu D. Protoze jidelni¢ky vétSiny statd nejsou bohaté na morské ryby, dochazi
k fortifikaci jidla vitaminem D. Pfikladem je Francie, kde se 100g potraviny obohati o
1,25 ug vitaminu D. Fortifikované potraviny jsou napfiklad: Flora, Flora pro activ, Rama

olovio, syr Apetito aj. *°

Obr. 3. Zdroje vitaminu D* potravina 100g | obsah vit. D3
Tresdi ole) (100ml) | D00 ug (20 Q00 1)
Losos, hering nebo | 15-25 ug (800-1000 IU)
tunak
Sardinky v konzerve | 7.5 ug (300 1U)
v oleji
Ustfice 10 ug (400 IU)
Pstruh 5 ug (200 1U)
Stika 2 ug (80 IU)
Vajelny Zloutek 23 ug (B0-120 1U)
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3.3.2. Biosyntéza a metabolismus vitaminu D

Biosyntéza vitaminu D3 vlidském organismu vznika z prekurzoru 7-
dehydrocholesterolu za ucinkd UVB zafeni. Jedna se o hlavni zdroj, ktery by mél

pFijem vitaminu D pokryt pfiblizné z 80%. *> *°

Cholekalciferol i ergokalciferol mohou byt pfevedeny nevratné na razné formy
vitaminu D. Jako u vétSiny latek se jedna o oxidacni a hydroxyla¢ni reakce, které maji
za cil usnadnit vylou€eni latky respektive jeji degradaci. Pfi hydroxylacnich reakcich
mohou také vznikat rGzné epimery. Transport krevnim fecistém pro télem
syntetizovany vitamin D je zajiStén proteiny, kterym se fika vitamin D-binding protein
(VDBP). Prekurzory vitaminu D3 pfijimané potravou, jsou absorbovany v tenkém
stfevé a nasledné transportovany pomoci chylomikronti a VDBP do cilovych tkani, ve
kterych je vitamin D uvolnén. Vyvazani aktivni formy vitaminu D z vazby s VDBP je

dalezitym faktem pro moZnost stanoveni jeho koncentrace. *> *°

3.3.2.1. Proces biosyntézy

Vznik a pocatek metabolismu vitaminu D3 zacdina v kizi, kde ze 7-
dehydrohycholesterolu vznika nejprve provitamin D3 a poté izomeracni reakci
cholekalciferol. Cholekalciferol vznikly v epidermis a dermis vstupuje do cirkulace a je
transportovan pomoci VDBP do jater. V hepatocytech je cholekalciferol hydroxylovan
na kalcidiol. Hlavni u€innou latkou je kalcitriol. Proto je nutna dalSi hydroxylace pomoci
1a-hydroxylasy. Puvodni teorie byla, Ze vznikd zejména v ledvinach. AvSak bylo
Zjisténo, Ze ledviny pfipivaji z 15% k celkovému mnozstvi kalcitriolu a az 85%
kalcitriolu je syntetizovano v ostatnich tkanich jako svaly, prs, prostata, makrofagy, B
lymfocyty, aj. Jelikoz funkce kalcitriolu neni pouze endokrinni ale i autokrinni, je
schopen sam fidit v téchto bunkach vlastni biosyntézu. Proces biosyntézy je znazornén

na Obr. 5 2,12,13,20
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Obr. 4. 7-dehydrohycholesterol §tépeny UVB za vzniku provitaminu D3’

CH3

CH3

LW Light
e

3.3.2.2. Vznik epimert

Béhem jiZz popsaného hlavniho procesu, kdy vytvoifeny cholekalciferol pomoci
UVB z 7-dehydrocholesterolu je hydroxylovan sérii enzym( z rodiny cytochromu P450,
existuje alternativni draha, pfi které vznikaji epimery jednotlivych forem. 25-
hydroxylasa (CYP2R1) pfevadi cholekalciferol na 25(OH)D3 neboli kalcidiol. Stejnou
enzymatickou reakci muze vzniknout i jind forma z cholekalciferolu a to C3-epi-
25(OH)D3. Obé formy vitaminu D se mohou uc&astnit dalSich reakci. C-24 hydroxylasa
(CYP24A1) hydroxyluje obé& formy na uhliku d&islo 24. Vzniknout muaze tedy
24(R),25(0OH),D3 nebo 3-epi-24(R),25(0OH),D3. Dalsi moznou variantou je pfevedenim
25(0OH)D3 a 3-epi-25(0OH)D3 pomoci enzymu C-1a hydroxylasy (CYP27B1) na formy
10,25(0OH),D3 nebo 3-epi-1a,25(0H),D3. Obé posledni formy se ucastni C-24 oxidacni

drahy. Vyskyt epimerd byl poprvé pozorovan u neonatalnich lidskych keratinocytd.
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Obr. 5. Biosyntéza aktivni formy vitaminu D3 a nasledna inaktivace™
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3.3.2.3. Deaktivace a exkrece vitaminu D

Proces vylou€eni vitaminu D3 zalinaji enzymy C-24 hydroxylasa a C-
1a hydroxylasa. Formy vzniklé reakci s enzymem C-1a hydroxylasou mohou byt
hydroxylovany C-24 hydroxylasou a nasledné dale metabolitovany za vzniku finalniho

metabolitu kalcitriové kyseliny, ktera je vylouCena moci. AvSak vétSina forem

9,10

vitaminu D je exkretovana do Zluce.

Obr. 6. Kalcitriova kyselina™
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Obr. 7. Biosyntéza vitaminu D a jeho forem®
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3.3.3. Regulace vitaminu D

Hlavnimi regulaénim bodem syntézy aktivni formy vitaminu D je reakce
zprostfedkovana enzymem C-1a hydroxylasou. Jako regulaéni faktory zde vystupuji
hormon parathormon (PTH), koncentrace vapenatych iontli a fosfatu pfitomného v krvi.
Koncentrace vapenatych iontll a fosfatu v krvi ovliviiuje enzym pfimo i nepfimo pres
PTH. Aby doSlo k syntéze aktivni formy vitaminu D Kalcitriolu, je potfeba aktivatoru
parathormonu, ktery aktivuje C-1a hydroxylasu. Naopak enzym je inhibovan vysokou
koncentraci vapenatych iontd, fosfatu a 1,25(0OH),D3. Zpétna inhibice produktem -
1,25(0H),D3 C-1a hydroxylasy potlacdi i trans-aktivaci parathormonem. SloZity proces

regulace je znazornén na Obr. 8.8

Obr. 8. Zdroj, metabolismus vitaminu D a regulace®’
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Samotny parathormon je linearni peptid o 84 aminokyselinach syntetizovany
v pfistitnych téliskach. Jeho syntéza je aktivovana nizkou hladinou vapenatych iontd
v krvi. Proto jeho uc€inky pfi hypokalcémii vedou ke zvy3eni koncentrace vapenatych
iontd v krvi. PFi hyperkalcémii dochazi k inhibici syntézy. Stejné tak je sekrece snizena
vysokou hladinou kalcitriolu a fosfatd. Jeho ucinku podléha kostni, ledvinova a stfevni

tkar. *°

Parathormon doseda na GPCR transmembranovy receptor. U savcl jsou
znameé dva typy PTH1R a PTH2R. Pfijeti signalu u kostnich bunék vede k aktivaci
kalciové pumpy, ktera z kostni tekutiny uvolfiuje vapnik a fosfat, tim dochazi k fidnuti
kosti a k zvySeni koncentrace vapenatych iontll a fosfatu v krvi. U ledvin zvySuje PTH
zpétnou absorpci vapniku a zaroven snizuje zpétnou absorpci fosfatl. Vstrebavani

vapenatych iont(l a fosfattl ze stfeva Fidi nepfimo pomoci kalcitriolu. *2

3.3.4. Biologicka aktivita

Vitamin D je diky svym mnoha funkcim esencialni latkou pro lidsky organismus.
Chyby, které se projevily pfi Spatné funkci organismu z divodu nedostatku vitaminu D,
byly pozorovany jiz v dobach primyslové revoluce. Stejné tak bylo mozné pozorovat
jeho pozitivni 4€inky na pacienty v sanatoriich na poc¢atku 20. stoleti, aniz by se védélo,
Ze pravé vitamin D pomaha pfi 1é¢bé TBC. Mohl za to jeho pozitivni vliv na imunitni

systém, kde byla stimulovana syntéza antibakterialniho peptidu cathelicidinu. *°

Nejdéle znamou funkci vitaminu D je jeho vliv na kostni tkan respektive vliv na
pFijem substratll pro spravnou osifikaci a na déj samotny. Vitamin D ma ale vliv na
mnoho dalSich procesu, zejména diky VDR receptorim, které ovliviiuji expresi Siroké
Skaly genu. Podstatné je také zjisténi, ze jednotlivé formy vitaminu D mohou mit razny
efekt na specifickou tkan. Pravé ztohoto divodu jsou formy vitaminu D a jejich
receptory velmi aktualnim tématem. Aktudlnost tématu podpofi i fakt, Ze vitamin D
souvisi s onemocnénimi, jakymi jsou diabetes mellitus |. a Il. typu, nadorova

onemocnéni, kardiovaskularni onemocnéni, aj.9
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3.3.4.1. Vliv na kalcium-fosfatovy metabolismus

Deficit vitaminu D a jeho vliv na kalcium-fosfatovy metabolismus je silné spjat
s PTH, ktery zde vystupuje jako regulacni prvek. Avitamin6za vitaminu D snizuje
absorpci vapniku ve stfevé a tim v dlsledku snizuje hladinu ionizovaného vapniku
v krvi. To ma za nasledek, Ze receptory v pfistitnych téliskach posilaji signal syntéze a
naslednému uvolnéni PTH. PTH jako parakrynni hormon ovlivni fadu tkani, jak jiz bylo
zminéno v kapitole 4.3.3. Regulace vitaminu D. V ledvinach zapficini jednak tubularni
reabsorpci vapniku, ale i vyluéovani fosfatd moci, které mize zpusobit nizkou hladinu
fosfatd v séru. Diky jeho vlivu na kostni tkan, muize vzniknout sekundarni
hyperparathyreéza. PTH také interaguje s receptory na osteoblastech a tim dochazi ke
stimulaci tvorby osteklast. To vede k rozpousténi kostni matrix a minerald. Nasledné
se uvolni vapenaté ionty do extracelularnino prostoru. Duasledkem sekundarni
parathyreézy vznika osteopenie nebo osteoporéza. Tato onemocnéni, kdy dochazi

k Fidnuti nebo Ubytku kostni tkané, zvysuji riziko zlomeniny kosti. * ° 1618 2

Obr. 9. Rachitis®
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NaruSeni kalcium-fosfatového metabolismu zplUsobuje jak jiz zminénou
osteomalacii a osteopordézu u dospélych, tak u rostoucich déti deformaci kosti zvané
rachitis neboli kfivici. Tato deformace kostry je nevratna. Kost ditéte muze byt
vyklonéna smérem dovnitf nebo ven. DalSimi projevy, které se mohou vyskytnout, jsou
deformace panve jako oplostélost, tvar tfirohého klobouku, deformace obratl(,

deformace hrudniku, aj. Osteoporéza se mulze projevit drzenim téla, ale predevSim
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silné pfispiva k nepfijemnym zranénim starSi populace, jakymi jsou zlomenina kréku a

jiné zlomeniny, * % 161829

Obr. 10. Osteoporéza®
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3.3.4.2. Vliv na diabetes mellitus I.

Vitamin D ma Siroké spektrum uc€inkld na lidsky organismus. Mimo jiz zminénou
kalcemickou funkci obsahuje i funkce nekalcemické. Mezi jeho nekalcemické funkce
patfi vliv na imunitni systém, ktery pfi selhani muze napadnout buriky vlastniho téla.
Diky autoimunitni reakci na B buriky pankreatu dochazi k onemocnéni znamé pod
nazvem diabetes mellitus prvniho typu (DM1). Autoimunitni reakce zpUsobi sniZeni jak

syntézy, tak exkrece inzulinu. Vysledkem je blokace transportu glukézy do bunék.>® 3!

Viiv vitaminu D na autoimunitni reakci je zprostfedkovan VDR receptory
pfitomné v jadrech bunék. Ty ovliviiuji mnozZstvi genu, mezi které patfi i geny
imunitniho systému jak vrozeného tak ziskaného. Mezi dalSi geny ovliviované VDR
receptory se fadi geny pro bunécny rust, diferenciaci a s anti-proliferaCnim a
antiflogistickym ucinkem. Imunomodulaéni ucinek 1,25(0OH),D3 spociva v ovlivnéni T-
lyfocytll a antigen-prezentujicich bunék tak, ze stimuluje fagocytézu, ale zaroven
dochazi k potlageni aktivity makrofagd a dendritickych bunék. To vede ke zvySené
pFitomnosti auto-antigend. Stejné tak dochazi ke snizeni exprese MHC 2 a adhezivnich
molekul, které jsou nutné pro stimulaci T-lymfocyta Th1, a sekrece cytokina, které maji
prozanétlivy a T-lymfocity aktivujici u€inek. Vysledkem je pokles tvorby cytokinG IL-12,

IL-2, tim nevznika Thi, a naopak dochazi ke zvysené tvorbé Th2 diky IL-4. 3% 3!

Nasledky nizké hladiny vitaminu D mohou pfispét ke vzniku DM1 a nejsou
disledkem tohoto nepfijemného onemocnéni. Toto tvrzeni potvrzuje studie US Army.
Studie byla provedena u zdravych, mladych rekrutd, jejichz zamrazena séra ziskana pfi
nastupu se zpétné analyzovala. Zpétna analyza byla provedena do 10 let. U pozdéji
trpicich na DM1 byla primérna hladina 25(0OH)D3 25 ng/ml, zatim co u zdravé
3,5x vys88i. Stejny vliv na riziko vzniku DM1 existuje i u malych déti. Mnoho studii
potvrzuje, Ze pokud je zajiStén dostateCny pfijem vitaminu D béhem gravidity a v

éasném détstvi, riziko vzniku DM1 klesa. 303!
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3.3.4.3. Vliv na kardiovaskularni systém

DalSim nekalcemickym ucinkem je ovlivnéni kardiovaskularniho systému. Vznik
srde¢nich onemocnéni je zpusoben komplexnim vlivem mnoha faktor(d. Jednim
z téchto faktorll je nizka hladina vitaminu D, coz negativné pfispiva ke vzniku
onemocnéni perifernich arterii, ischemické chorobé srde¢ni, méstnavého srdecniho
selhani, chlopennich vad, kardiomyopatii, mozkovych cévnich pfihod a hypertenze.
Vitamin D pusobi pfimo v myokardu, ovliviiuje metabolismus v cévni sténé a systém
renin-angiotenzin, kde blokuje biosyntézu reninu. Dale brani vstupu vapniku do bunék
a stejné tak dochazi ke snizeni produkce EDCF. To ma za dusledek snizeni krevniho
tlaku. Vitamin D dale zasahuje proti kalcifikaci cévni stény, inhibuje proliferaci endotelu
a indukuje apoptosu. %% 3!

Klinicky se projevuje nizka hladina vitaminu D zvySenymi vaskularnimi
kalcifikacemi, zvySenou arteridlni rigiditou a vyraznym rdastem endotelidlnich bunék.
Bylo vytvofeno mnoho klinickych studii, které potvrdily rizikovost nizké hladiny
vitaminu D. Jednou z nich je studie, které se ucastnilo 1739 lidi bez kardiovaskularnich
potizi. V Casovém méfitku 5 let bylo zjisténo 80% zvySeni rizika vyskytu
kardiovaskularnich potizi u osob s hladinou vitaminu D nizSi nez 25 nmol/ml.
V experimentech na zvifatech byl prokazan lé¢ebny vliv vitaminu D, kdy se
koncentrace sérového fosforu a vapniku znormalizovaly, ale doSlo také ke zlepSeni

struktury a funkce srdce a tim se snizil krevni tlak. 3 3% 3233

3.3.4.3.1. Vlastnosti riznych forem vitaminu D a jejich biologicka

aktivita

Zminéna biologicka aktivita vitaminu D a jeho forem je zprostfedkovana diky
vitamin D vazicich receptorl, ke kterym jsou dopravovany pomoci VDBP. Tyto
receptory se nachazi v celém téle a ovliviuji 500 genl. Nékteré clanky uvadéji
dokonce az 1000 genu. Vzhledem k celkovému poctu gent 18000-20000 se jedna o
velké mnozstvi. AvSak interakce mezi jednotlivymi formami vitaminu D a proteiny je
riizna. To vede i k odli§né biologické aktivité. V souc¢asné dobé vznika mnoho studii,
které se danou problematikou zabyvaiji. V této praci bylo vyuzito moznosti analyzovat
jednotlivé fromy a cross-reaktanty viz. Kapitola 4.4.2.2. HPLC MS/MS a analyza tak
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poskytla detailni rozbor mnozstvi pfitomnych forem vitaminu D v séru u nejmladsi

populace.® 3+

Transfer v krvi vitaminu D zajistuji VDBP, proto schopnost vytvaret vazbu s
VDBP je nutna, aby mohl byt pfemistén do tkané, kde bude biologicky aktivni diky
vazbé s VDR. C-3 epimery C3-epi-25(0OH)D3 a C3-epi-1a,25(0H),D3 se vazi na VDBP
a VDR srozdilnou afinitou v porovnani s prislusnou 25(OH) formou D3 a
1a,25(0OH),D3. Vazbou C3-epi-1a,25(0OH),D3 na VDR se indukuje genova exprese
osteokalcinu a CYP24, ale ve srovnani s 1a,25(0OH),D3 je méné aktivovana. Podobné
u formy C3-epi-1a,25(0H),D3 bylo prokazano, Ze ma urCitou antiproliferacni a
diferenciacni aktivitu pfiblizné 30% a 10% ve srovnani s neepimerickymi formami.
Vlastnosti formy C3-epi-1a,25(0H),D3 je schopnost potladit sekreci parathormonu a
vyvolat povrchové aktivni syntézu fosfolipidu v plicnich burikach alveolarni typu Il. DalSi
vlastnosti C3-epi-1a,25(0H),D3 je pravdépodobné vysSi metabolicka stabilita, nez
kterou ma jeho neepimericka forma. Vyzkum jiz pfinesl fadu zjisténi, avSak stale je
potfeba jednotlivé formy zkoumat, protoze mohou pfinést Fadu pozitivnich nalez(, jako
je uginek zminé&ny v nasledujicim odstavci. & 3+ *3

Praktickému vyuziti C3-epi-vitaminu D3 napomaha schopnost potlageni
exprese PTH, zatimco ostatni ucinky vyvolané vitaminem D jsou téméf standardné
aktivovany. Pfi porovnani kalcemické aktivity in vivo na krysach u 1la(OH)D3 a C3-epi-
1a(OH)D3 bylo zjisténo, ze u 1a(OH)D3 byl primérny narust vapniku 3.39 + 0.52 mg/d|
a u epimeru se jednalo o pokles primérné -0.05 + 0.32 mg/dl. Krysdam bylo denné
injek&né podano 2.5 nmol/kg jednotlivych forem vitaminu D po 7 dni. Méfeni probihala
24 hodin po podani viz. Obr. 12. Poté byl proveden podobny test u uremickych krys
viz. Obr. 13., pfi kterém bylo zjiSténo, zZe je mozné snizit hladinu PTH pomoci
epimerické formy, aniz by byla vyvoldna hyperkalcémie, ktera nastava pfi vySSi
koncentraci vapniku v plasmé jak 10,5 mg/dl, diky nizSi kalcemické aktivité. Témito
vlastnostmi C3-epi-1a(OH)D3 se teoreticky otvira moznost pro pouziti pfi sekundarni

hyperparatyreéze s chronickym selhanim ledvin.**
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Obr. 12. Kalcemické uginky 1a(OH)D3 a C3-epi-1a(OH)D3 *
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3.3.4.4. Hypervitaminéza u vitaminu D

Popsané patologické procesy byly spojeny pfedevs§im s deficitem vitaminu D.,
avSak jak bylo dfive zminéno, vitamin D je rozpustny v tucich a Castym rizikem
spojenym s touto vlastnosti je hypervitaminéza. U vitaminu D je velice sloZité
dosahnout tohoto stavu, ne-li nemozné. Vyjimkou potvrzujici pravidlo je pfipad z roku
2012. Mlady muz si béhem 3 mésict zavedl i.m. 14 miliond IU vitaminu D3. Denni
davka tedy odpovidala cca 140 tisic IU. Doporu¢ena denni davka pfitom odpovida 600-
1200 1IU a maximalni denni davka je 10000 IU. Pacient vS8ak pomoci lIéCby pfeZil a Zije
bez viditelnych nasledkud. Hladina kalcidiolu v jeho séru byla i po 3 mésicich v toxickém

pasmu, ale jak ostatni biochemické markery, tak klinické projevy se znormalizovaly.®
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3.4. Meéreni vitaminu D

3.4.1. Analyt

Vitamin D byl ob&ma metodami stanovovan v krevnim séru. Sérum je
odstfedéna srazena krev. Krev se srazi po 15-30 minutach po odbéru pfi pokojové

teploté.

Stanoveni je mozné provést i v krevni plazmé. Pokud do odebraného vzorku
krve byly pfidany antikoagula¢ni Cinidla, ke sraZeni krve nedojde a je mozné ji ihned
stocit. Timto procesem se ziskava plazma. Jako antikoagula¢ni Cinidla je mozné pouzit
napfiklad heparin nebo EDTA.*®

Stabilita analytu v séru, jak jiz bylo zminéno, je vysoka. PFi pokojové teploté je
to nékolik hodin. Nékteré studie dokonce uvadi i nékolik dni. Pfi zmrazeni na - 20°C a
vice je mozné vzorek uchovavat i pal roku aniz by doslo k degradaci. Degradaci
nezpusobi ani opakované rozmrazovani séra. Pfed samotnym méfenim je nutno

zajistit, aby vzorek byl vytemperovan na pokojovou teplotu.®™ *°

Vitamin D ma mnoho forem. Analytem pfi méfeni na analyzatoru cobas e411
ROCHE metodou elecsys vit. D total je koncentrace vdech forem vitaminu D, které se
vazi na VDBP. AvSak u kapalinové chromatografie jsou analytem jednotlivé slozky, u
kterych je stanovena pfesna koncentrace. Slozky vitaminu D méfené kapalinovou

chromatografii jsou zminény u jednotlivych metod.

3.4.2. Instrumentace

Vitamin D a jeho formy je mozné méfit odliSnymi metodami. Metody se liSi
predevsim principem analyzy. DalSimi faktory, které odliSuji jednotlivé metody, jsou
rychlost analyzy, pfesnost a naroCnost obsluhy pfistroje. Faktorem sjednocujicim

vSechny metody je nutnost uvolnit vitamin D z vazby se sérovym VDBP.
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Vysledky, které vyhodnoti jednotlivé analytické systémy, mohou udavat
souhrnné nebo velmi podrobné informace o vzorku. Metoda HPLC — MS/MS poskytuje
podrobné vysledky, zatimco druha pouzita metoda v této praci, kterou je stanoveni na
zakladé vitamin D vaziciho proteinu metodou elecsys vit. D total, je suma vSech forem

vitaminu D.*®

3.4.2.1. Cobas e411 ROCHE

Systém od firmy ROCHE je pIné automatizovany, proto jeho obsluha neni
naroc¢na. Jedna se o pfistroj cobas e411 a pouzitou metodou je elecsys vit D. total.
Samotny test trva pfiblizné 30 minut. V testu se vyuziva vitamin D vaziciho proteinu,

ktery je znageny rutheniovym chelatem.®

V prvnim kroku testu, se musi vitamin D uvolnit z vazby s VDBP, ktery pochazi
z ptivodniho séra a neni znaCeny. Nasledné se pfida rutheniem znaceny VDBP. Po
inkubaci, kdy vitamin D interagoval se znaCenym VDBP, se pfida vitamin D, na kterém
je navazany biotin. Pfidany vitamin D s navazanym biotinem se navaze na volné
znaceneé VDBP. Posledni pfidanou sloZkou jsou mikrocCastice potazené streptavidinem.
Streptavidin vytvofi vazbu s biotinem, a tak dojde k uchyceni komplexu biotinylovaného
vitaminu D se znaCenym VDBP na mikro€astice. Reak¢éni smés je poté nasata do
meéfici cely, kde mikroCastice s komplexem jsou magnetickym polem zadrzeny na
povrchu elektrody. Po promyti se pfivede napéti na elektrody, které vyvola
chemiluminiscenéni emisi fotonl. Jako detektor zde slouzi fotonasobi¢. Vyhodnoceni
vysledkl probiha na zakladé kalibraéni kfivky, ktera je vytvarena dvoubodovou

kalibraci. *°
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Obr. 14. Princip testu Elecsys cobas E411 ROCHE*

Competitive protein binding assay detecting 25-OH Vitamin D2 and D3

Natural VDBP Denaturated VDBP

Pretreatment +Ruthenyiated-

Q%_. p vogr b

Sample, PT1 R1. 9min R2, Beads, 9amin
PT2, 9min

+25(OH)D-BI

€-
C€-

VDBP = Vitamin D binding protein Ruthenylated VDBP 25{0H)D-BI=
PT1, PT2=pre-treatment components blotinylated vitamin D‘
(25-0H)

V testu pouzivany VDBP vaze veskeré formy vitaminu D. Jednotlivé formy, ale
vykazuji rozdilnou afinitu, proto pravdépodobné dochazi k urcitému ovlivnéni vysledné
hodnoty. 25(OH)D3 reaguje na 100% a 25(0OH)D2 na 92%. C3-epi(OH)D3 interaguje z
91%. 24,25(0H),D3 vykazuje zkfizenou reakci 149%. Jak jiz bylo zminéno, jednotlivé
formy je mozné stanovit pomoci podrobné analyzy metodou HPLC MS/MS. Pravé
rozsah vlivu na vyslednou hodnotu metody elecsys vit. D total ale i ostatni

Jimunoeseje” je diskutovanym tématem, ktery doposud neni vyfe$en.*

3.4.2.2. HPLC MS/MS

Metoda stanoveni vitaminu D pomoci kapalinové chromatografie s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem LC-TMS je stanovena jako referenéni metoda. Referenéni
metoda neboli metoda podle Vogesera se vyuziva ke standardizaci metody elecsys
vit. D total. Metodou dle Vogesera se stanovuje pouze forma vitaminu D 25(OH)DS3.
Proto za ucelem zjisténi jak cross-reaktanty ovliviuji vysledky systému elecsys vit. D
total, byla pouzita metoda dle Baecherové, ktera vyuziva systému vysokouc€inné
kapalinové chromatografie s tandemovou detekci hmotnostnim spektrometrem.
Metoda dle Baecherové stanovuje nejen 25(0OH)D3, ale i dal§i formy vitaminu D jako
C3-epi-25(0H)D3, 24R,25(0H),D3 a 25(0H)D2.%% #
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3.4.2.2.1. Metoda dle Vogesera

Pro pfipravu vzorku pro metodu dle Vogesera je potfeba 200 ul séra, do
kterého se pfida 30 ul vnitfniho standardu (570 nmol/l), kterym je izotopové znaleny
25(0OH)D3. Vzorek se intenzivné promichal a poté se ponechal 2 hodiny pfi 37°C. Ke
vzorku se pfidalo 20 ul 1 mol/l roztoku hydroxidu sodného, aby doSlo k uvolnéni vazby
mezi formami vitaminu D a VDBP béhem 20 minutové inkubace. K vysrazeni proteinu
se pfidava 250 ul acetonitrilu. Po 1 hodinové inkubaci pfi 4°C je ze vzorku gel, ktery se

centrifuguje 20 minut pfi 16000g. Ciry supernatant se pouzije v nasledné analyze. *’

Jako pevna faze je v extrakci pouzita kolona Oasis HLB® (20x2,1 mm; 25 um)
v kombinaci s Sesti-portym vysokotlakym spinacim ventilem, ktery je v pozici A na
Obr. 15. 70 ul vzorku zbaveného proteinl se nainjektuje do systému. Jako mobilni faze
slouzi voda-methanol (95:5, (v/v)) pfi pratoku 3 ml/min. Potencionalni interferujici
slouc¢eniny jsou unaseny do odpadu. SoucCasné analyticka kolona (LiCrospher® 100
RP-18end-capped; 125x4 mm; 5 um) je ekvilibrovana roztokem methanolu 0,5 mmol/l
a octanu amonného (90:10) pfi pratoku 0,85 ml/min. Po 3 minutach je ventil pfepnut do
polohy B viz. Obr. 15. Analyt navazany na extrakéni kolonu se eluuje do analytické
kolony v rezimu se zpétnym proplachem. Po 2 minutach se ventil vrati do polohy A.
V tu chvili je analyticka kolona promyvana acetonitriiem a methanolem (50:50) pfi
pratoku 3 ml/min po dobu 3,5 minuty. Nasledné je reekvilibrovana roztokem voda-
methanol (95:5). Jak extrakéni tak analyticka kolona jsou temperovany na 30°C.
K ionizaci se pouziva elektrospreje za atmosférického tlaku. Dalsi podminky jsou:
kapilarni napéti 3,0 kV; kuzelové napéti 20 V; teplota zdroje 90°C; desolvataéni teplota
280°C; pritok dusiku pfiblizné 550 I/h; kolizni energie 25 V. Reten¢ni c&as
25(0OH)D3 (401 m/z) a isotopové znaceného interniho standardu (405 m/z) €ini 8,1 min

po injektovani vzorku do systému. *’
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Additional
pump

Obr. 15. Schéma LC — TMS podle Vogesera®*’

Additional
pump

v > AC 4 » AC
-] Extraction Extraction v
column w .| column w
53 MS - MS
3.4.2.2.2. Metoda dle Baecherové

Pfiprava vzorku pro metodu dle Baecherové je totozna vysledkem, kterym je
vitamin D zbaveny VDBP, ale li§i se procesem pfipravy. K200 ul séra vzorku se
pfidava 25 ul interniho standardu. Vzorek se 5 minut micha pfi pokojové teploté a
nasledné je inkubovan po dobu 2 hodin pfi 37°C. Pfidanim 300 ul acetonitrilu dojde
k uvolnéni vitaminu D z VDBP a sérové proteiny se vysrazi. Smés se nejprve vortexuje
po 10 minut pfi pokojové teploté a pak je zchlazena na 8°C po 1 hodinu. K ziskani
finalniho vzorku je potfeba smés centrifugovat pfi 14000rpm po 30 minut. Supernatant

se nasledné vyuzije pro analyzu. *°

Analyza se provadi na dvoudimenzionalnim HPLC systému UltiMate 3000. 62,5
ul pfipraveného supernatantu je injektovano do systému. Vzorek prochazi predkolonou
LiChroCART® 25-4 LiChrospher® RP-4 ADS (25 pm) a je rozdélovan na frakce 5%
methanolem po 3 minutach pfi pratoku 2,5ml/min. Analyticka frakce prechazi
k separaci druhého rozméru do analytické kolony Kinetex® PFP (150x4,6 mm, 2,6 um),
ktera je temperovana na 50°C.Proces trva 3 az 3,5 minuty za pfidavani 0,5 mM octanu

amonného a methanolu (25/75, (v/v)) pfi pratoku 0,8 ml/min a uziti kontroly ,black flush
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mode“. Separace je dosazZeno linearnim gradientem 0,5 mM octanu amonného a
methanolu: t= 3 min: 75% methanol; t= 11 min: 80% methanol. Po separaci jsou

predkolona a kolona promyty a ekvilibrovany. Cely proces trva 21 min. *°

Obr. 16. Vysledky méfeni MRM dle Baecherové*

Analyte Parent-ion Product-ion Collision energy Rt [min]
[m/z] [m/z] [eV]
24R 25-(0OH)=-D5 417.3 3813 12 6.7
(Quantifier ion)
24R25-(0OH)-D5 4173 1592 33 6.7
{Qualifier ion)
25-0H-Dy 401.3 1592 33 B4
401.3 2572 15
3-epi-250H-Dy 401.3 1592 33 87
401.3 2572 15
26,27-Dg-250H-D; 4073 1592 33 B4
407.3 2632 15
25-0H-D; 413.4 1592 33 8.7

Separovany analyt v eluatu pokracuje zkolony do detektoru, kterym je
Quantum Ultra Il trojity kvadrupdlovy hmotnostni detektor. Tento hmotnostni detektor
pracuje v moédu chemické ionizace pfi pozitivnim atmosférickém tlaku (APCI).
Nastaveni zdroje iontl: corona vybijejici proud, 8,0 uA; odpafovaci teplota 322°C;
dusik jako nosny a pomocny plyn (tlak 60 arbitrarnich jednotek a 7 arbitrarnich
jednotek, vtomto poradi); teplota kapilar 220°C; argon jako kolizni plyn (tlak 1,5
mTorr). Analyzaéni technikou je multi-reakéni sledovani MRM. Data z MRM jsou
nasledné zpracovana vhodnym softwarem jako XCALIBUR aj. Vysledky méfeni dle

Baecherové jsou na Obr. 16. *°
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3.5. Vyhodnocovaci metody

3.5.1. Normalni hodnoty

Biochemické markery jsou velice dobrou pomocnou metodou pfi
diagnostikovani stavu organismu pfipadné urcité nemoci. Kazdy biochemicky marker
nam muze ukazat, zda v poradku probiha urcity metabolicky proces, pfipadné zda
nedochazi v nékteré tkani k patologickému jevu, jakym muize byt nekréza urcitych
bunék nebo naruseni nékterych signalnich drah a nasledné rakovinné bujeni. Hodnoty
ziskané pfi biochemické analyze vSak nelze brat dogmaticky. Zivy organismus je velice
komplexni systém, takze jakékoliv vychyleni biochemickych markerd od normalnich
hodnot, nemusi vzdy znamenat patologicky proces. Hodnoty mohou byt zkresleny
fadou faktord, které urCuje zejména aktualni stav pacienta. Nachazi-li se ve stresové
situaci, nebo prodélal-li onemocnéni, mlze jeho organismus reagovat zménou, ktera
vede i ke zméné hladiny urc€itého markeru. VZzdy to nemusi byt pouze aktualni stav.
Kazdy organismus ma jedineCny genotyp, ktery vlivem prostiedi vytvofi unikatni
fenotyp, a proto normaini hodnoty vytvofené na zakladé urlité skupiny obyvatelstva,
nemusi vzdy odpovidat jednotlivci. | pfes tento fakt, je stanoveni normalnich hodnot

nutnou pomackou k diagnostikovani pacienta.*®

Normalni hodnoty se tedy stanovuji tak, Zze se vybere vhodny vzorek zdravého
obyvatelstva o dostateéné velikosti a zméfi se urCity marker. Vysledek by se mél pro
nékteré parametry, mezi které patfi vitamin D, pfiblizit Gaussové kfivce viz Obr. 17.
Gaussova kfivka ndm ukazuje Cetnost vyskytu ur€ité hladiny ve vzorku. Nejvyssi
Cetnost se obvykle nachazi blizko stfedu. Na okrajich se obvykle nachazi nejméné
vzorku. Pravé tyto okraje Gaussovi kfivky jsou pravdépodobné nejspornéjSim mistem.
Dochazi zde k praniku populace faleSné pozitivni a pozitivni. Proto je vzdy snaha citlivé
zvolit hodnotu, od které se bude rozliSovat pozitivni nalez od negativniho. Tato hodnota
se nazyva cut off nebo referenéni mez. Hodnoty nachazejici se uvnitf Gaussovy kfivky

je mozné nazvat normalnimi hodnotami. *¢
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Obr. 17. Gaussova kfivka®®
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3.5.2. Normalni hodnoty vitaminu D

Stanoveni normalnich hodnot pro Siroké spektrum obyvatelstva neni nijak
jednoduchy proces. Zvlasté pro marker jakym je vitamin D. Jeho hladina v téle je
ovlivnéna Fadou faktorl, které nemaji patofyziologicky plvod. Prfikladem asi
nejpodstatnéjSiho faktoru je mnozstvi slunecniho zafeni, které dopadne na lidskou
kazi. Nicméné Ize namitnout, Ze existuje limitni hodnota mnozstvi vitaminu D v lidském
organismu, ktera je nezbytna pro spravnou funkci jak kalcemickych, tak
nekalcemickych procesu. Pravdépodobné ztéchto dlvodu vzniklo hned nékolik
doporuceni, které navrhuji tabulku normalnich hodnot rozdélenou do nékolika
referenCnich intervall, viz Tab. 2. Ustalenou doporu€ovanou hodnotou se stala
hodnota odpovidajici normalnimu vSeobecnému zdravi 75 nmol/l, ktera se nachazi na

rozhrani dostateéného a deficitnihno mnozstvi vitaminu D.

Lidsky organismus se s vékem neustale méni, proto pfi vytvareni referenéniho
rozmezi se proméruji jednotlivé vékové kategorie. Hladina normalnich hodnot muze byt
rozdilna pro nejmladsi populaci a stejné tak pro nejstarsi. U vitaminu D byl pozorovan
narist 25(0OH)D3 béhem prvniho roku Zzivota a nasledné se stabilizuje. C3-epi-
25(0OH)D3 je konstantni v prvnim roce a poté zacina jeho hladina klesat, viz Obr. 19.
Vyrazny pokles C3-epi-25(0OH)D3 je pozorovan mezi prvnim a druhym rokem zivota viz

Obr. 18. Byla snaha najit vnéjsi vliv, ktery by stal za vysSi hladinou C3-epi-25(0OH)D3 v
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kojeneckém obdobi. Zkoumaly se tekuté vitamin D doplriky, které jsou pfedepisovany
kojencim. Bylo vS8ak zjisténo, Ze obsahuji vyluéné cholekalciferol. Vné&jsi Cinitel
doposud nebyl odhalen.*

Obr. 18. Porovnani sérové koncentrace C3-epi-25(0H)D3 ve véku <1 a 1<2 roku. *°
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Obr. 19. Vyvoj hladiny 25(OH)D3 a C3-epi-25(0H)D3*
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Tab. 2. Referenc¢ni intervaly

25, 26, 27, 28, 29

Zdroj hodnot nmol/|
e . Riziko
NHANES Ned<0§t6':1tek Neasdoe_lg\(/)atnl D%s(;[_alczugm hypervitaminosy
>125
Ustav klinické
biochemie a
dlagnostn,(y Deficit Preferovano
Fakultr_n <50 75
nemocnice
Hradec
Kralové
Vitamin D total
ROCHE Deficiency Insufficiency Sufficiency Toxicity
(pFibalovy <25 25-75 75-250 >250
letak)
Stredni deficit | OPLTa
DiaSorin Tézky deficit 10-25 (Iéto) Zvysené
2012 <10 Lehky deficit >300
25-50 25-125
(zima)
MUDr. Nedostatecnost
Richard Tézka 25-49 Dostatecna | oo intoxikace
Pikner, Ph.D. | hedostateCnost Mirny hladina - 500
<25 nedostatek 75-150
50-74
Pro vysSetfeni vitaminu D neni k dispozici Zadné standardni referencni
rozmezi. Referen¢ni hodnoty jsou zavislé na mnoha faktorech, jako
Lab Tests jsou vek pacienta, pohlavi, vzorek populace'nebo pouzita metoda.
Online Ciselné hodnoty vySetieni pak mohou mit odliSny vyznam v rdznych
laboratofich. K vysledku laboratorniho vySetfeni by mélo byt uvedeno
referenéni rozmezi. Lab Tests Online dirazné doporucuje konzultaci
vysledku s lékafem.
3.5.2.1. Hladina vitaminu D v téhotenstvi

Kritéria vybéru vzorkl, byla zvolena tak, abych majoritni zastoupeni méla
nejmladSi populace Citajici i novorozence. Z kapitoly 4.3.4. lze usuzovat velky vliv
vitaminu D na spravnou funkci organismu. Kdy jindy nez v dobé téhotenstvi a ristu je
potfeba, aby funk&nost organismu byla zajisténa na 100%. Proto jsou i doporuceni
zacit se suplementaci pfed, pfipadné po potvrzeni téhotenstvi. Doporucené davky se

pohybuji v rozmezi 1500-2000 |U/den. Zadouci by mélo byt opakované monitorovani
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hladiny vitaminu D v krvi téhotnych Zen. AvSak organizace zabyvajici se danou
problematikou nejsou v tomto ohledu ani v doporu€eni suplementace jednotné. Cilem
je dosahnuti hladiny 75-125 nmol/l, ktera pro vétSinu zminé&nych doporuceni znamena
oblast dostateCného mnozstvi. Je potvrzeno, Ze hladina vitaminu D v krvi matky

koreluje s hladinou nemluvnéte.*°

3.5.3. Statistické metody vyhodnoceni

Ke stanoveni zavéru vychazejicich z analytickych méfeni je potieba
statistickych metod. Pomoci statistického zpracovani dat se vytvofi jiz zmifiované
referenéni rozmezi, pfipadné hladina cut off a nasledné je pak mozné zaradit vysledek
méfeni do urcité kategorie. Vyhodnocené vysledky zpravidla nejsou na 100% spravné.
U jednotlivych analytickych metod se proto vypocitavaji chyby specifické pro danou
metodu. Vypoctena veliCina je znama pod nazvem nejistota méfeni pfipadné variacni
koeficient ( CV,, VK). Chyba méfeni je ovlivnéna fadou faktord, jakymi jsou napfiklad:
kvalita vzorku, mnozstvi méfeného analytu aj. K nejistoté méfeni je také pfidavana
hodnota chyby intra-individualni (CV;). Tato chyba, jiz zminéna v kapitole Normalnich
hodnot, se snazi zahrnout aktualni stav pacienta, pfipadné jedineCnost jeho

organismu.

Normalni hodnoty zobrazené Gaussovou kfivkou zahrnuji nékolik statistickych
veliin, jakymi jsou Cetnost, primér, median a smérodatnd odchylka. Tyto veli€iny

budou popsany v nasledujicich podkapitolach.

Stanoveni referenéniho rozmezi neni jedinou komplikovanou zaleZitosti.
Jednotlivé analytické pfistroje pracuji s urCitou chybou. Proto je nutné porovnavat
jednotlivé pfistroje — metody mezi sebou. Pro srovnani velkého souboru dat, které
poskytly dva analytické pfistroje, se nabizi rGzné metody. V této praci bylo pouzito

srovnavacich metod Bland-Altman a Passing-Bablok.*® *
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3.5.4. Cetnost

Cetnost je funkci, ktera vyjadfuje mnoZstvi vyskytu prvku se stejnou hodnotou.
Nasledné sefazeni prvku podle Cetnosti vyskytu muze v grafickém vyjadfeni zobrazit
Gaussovu kfivku. Pak Ize fici, Ze nejCastéji vyskytujici se hodnotou je hodnota ve

stfedu kfivky a €im dale se hodnota od stfedu kfivky nachazi, tim je jeji Cetnost nizsi.

PFi vytvafeni souboru normalnich hodnot, dojde k proméreni zdravé populace.

NejCetnéjsi vysledky tvofi stfed kfivky a vlivem intra-individualnim vznika zvonovity

3.5.5. Pramér a median

Stfedni hodnotu Ize vyjadfit jak aritmetickym pramérem, tak medianem. Zalezi,
jaké pozadavky na stfedni hodnotu mame. Pro Gaussovu kfivku jsou median a
aritmeticky pramér stejnymi nebo blizkymi hodnotami. Vysledna stfedni hodnota,
bereme-li v potaz aritmeticky primér, je dopIlnéna o rozptyl, respektive o smérodatnou

odchylku.

Aritmeticky prumér se ziska sumou hodnot prvka v souboru, ktera je podélena
poctem prvkua v dané sumé. S pouziti této statistické funkce jsme se seznamili jiz na
zakladni Skole pfi zjiStovani vysledné znamky na vysvédceni. AvSak po dokonceni
studia a nastupu do prace, se €lovék mohl setkat napfiklad s pojmem primérny plat.
Ve Skole perfektné fungujici aritmeticky pramér prestal ukazovat ,spravnou” stfedni

hodnotu.

Aby stfedni hodnota respektive pramérny plat byl objektivni, 1ze ho vypocitat
pomoci medianu. Pfi sefazeni prvka podle jejich hodnoty, se vybere hodnota uprostred
Ciselné fady a ta je pak oznaCena jako median. Tim se zabrani, aby jednotlivé

odchylené hodnoty zpUsobily zkreslenost vysledku.

Doplrikem stfedni hodnoty je smérodatna odchylka. Smérodatnou odchylku Ize
vyjadfit i jako variaéni koeficient. Smérodatna odchylka udava, do jaké miry jsou

hodnoty rozptyleny od aritmetického priméru. Vztah tvaru Gaussovy kfivky a velikosti
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smérodatné odchylky je takovy, Zze ¢im nizSi je hodnota smérodatné odchylky, tim je

tvar zvonovité kfivky uzsi a naopak.

3.5.6. Bland-Altman

Blandlv-Altmantv  diferenciacni diagram je jedna z vyhodnocovacich
statistickych metod vhodna ke srovnani dvou méficich postupl. Na osu x se nanasi
aritmeticky pramér hodnot, které byly naméfeny ze stejného vzorku rdznymi méficimi
postupy, a na osu y rozdil naméfenych hodnot. V grafu je vyznaen 95% interval

spolehlivosti.®

Z vysledného diagramu lze vycCist systematickou diferenciaci mezi vysledky a

jejich zavislost na koncentracich.*

3.5.7. Passing-Bablok

Passing-Bablok je specifickou metodou linearni regrese. Linearni regresi se
popisuje vztah dvou hodnot x a y, kde data x jsou data fixni a data y jsou proménna.
Linearni regrese se pouziva napfiklad pfi odhadu proménnych y na zakladé znalosti

fixnich dat x. Vztah vyjadfujici linearni regresi je dan rovnici pfimky:
y =a+ bx

parametr a vyjadfuje ¢ast osy y a b je smérnici pfimky. Doplfikem této rovnice

je korelaéni koeficient, ktery udava linearitu vztahu mezi ob&ma proménnymi.*®

Passing-Bablok oproti klasické linearni regresi nepfedpoklada pfedem danou
fixnost proménnych ani jejich urcité rozdéleni. U metody se pocitda s vyskytem
nahodnych chyb vzniklych jak u referenéni tak u srovnavané metody. Je zaloZzena na
mysSlence spojit kazdy bod x;yi s kazdym bodem x;y; pfimkou a vypocitat vSechny

smérnice takto vzniklych pfimek. *
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4, Prakticka cast

41. Pacienti

V obdobi od uUnora do srpna vroce 2013 probéhl sbér vzorki na oddéleni

klinické biochemie Kromérizské nemocnice a v soukromé laboratofi RNDr. Novaka

- Objem vzorku vétsi jak 0,5 ml pro metodu HPLC MS/MS.
- Pacient mladsi 15 let.
- Vzorky nesmi byt hemolytické.

Vysledny pocet sesbiranych vzork( byl 418. VSechny tyto vzorky byly zméfeny
metodou elecsys vit. D total. Pro analyzu metodou HPLC MS/MS byla provedena dalSi
selekce, ktera vyradila vétSinu vzorkd nesplfiujici podminku objemu. Ve finalni selekci
tedy zuUstalo 263 vzorkl, které byly pouzity pro srovnani obou metod. Zastoupeni
pohlavi se da povazovat za vyrovnané, kde 112 vzorkl( patfi zenskému a 151

muzskému pohlavi, viz Tab. 3.

Tab. 3. Mnozstvi vzork

Pocet vzorki Pocet vzorkl Celkovy pocet
muzského pohlavi Zenského pohlavi vzorku
Celkovy soubor 238 180 418
Selektovany soubor pro
151 112 263
srovnani dvou metod
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4.2. Vysledky

Méreni vzorku probihalo ve dvou fazich. Béhem prvni faze byly vzorky méfeny
metodou elecsys vit. D total, ktera probihala na zac¢atku srpna. Denné bylo zméfeno
pfiblizné 40 a vice vzorkll. Kazdy den pfed i po analyze se provadéla dvoubodova
kontrola. Jeji vysledky budou v nasledujici podkapitole. Po zméfeni byly vzorky opét
zamrazeny a nasledné odeslany do laboratofe v Penzbergu ve specialnim baleni, aby

nedos$lo k rozmrazeni, kde byly analyzovany metodou HPLC MS/MS.

4.2.1. Vysledky celkového souboru vzorkl pro metodu elecsys vit. D total

Vysledky celkového souboru byly zpracovany jak celkové, tak rozdéleny dle
pohlavi. Ugelem bylo zobrazit referenéni rozmezi u nejmlad$i populace. Z tabulek 4. a
5. lze vycist, Ze mediany na rozdil od primérd jsou si velmi blizké a nachazi se
v oblasti na rozhrani dostatec¢né hladiny pro vitamin D. Mélo by byt zohlednéno, ze
vzorky byly odebirany v obdobi jara, viz Kapitola 4.5.2. Normalni hodnoty vitaminu D.
Maximalni naméfené koncentrace se pohybovaly mezi hodnotami 300 - 450 nmol/l,
které jsou nékterymi doporucenimi povazovany za toxické. AvSak vysledky potvrzuji,
Ze riziko spociva spise v deficitu vitaminu D. Graf 4. ukazuje, Zze hladina cca 75 nmol/l
rozdéluje naméfené vzorky na poloviny, kde v toxickych hladinach se vyskytuji vzorky
ojedinéle, naopak u mirné deficitnich se nachazi velké mnozZstvi. U pacientl jak
s deficitem, tak s nadprdmérnymi hodnotami je dulezité sledovat vyvoj i ostatnich
biochemickych marker(, se kterymi je vitamin D spojeny. Grafy pro obé& pohlavi,

zaroven i pro celek, ne zcela dokonale koreluji s Gaussovskym rozloZzenim.

Vysledky jsou doplnény o tabulku shrnujici provadéné kontroly metody elecsys
vit. D total. Primérné hodnoty kontrol se nachazi v blizkosti stfedu nastaveného

rozmezi s relativné malou smérodatnou odchylkou, jak ukazuje tab. 7.
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Graf 1. Rozlozeni Cetnosti pro détskou populaci muzského pohlavi
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Tab. 4. Vysledky elecsys vit. D total pro détskou populaci muzského pohlavi

50

elecsys

100 150 200 250 300 350

(nmol/l)

| Variable | Elecsys-M
Sample size 238
Lowest value 8,2500
Highest value 302,0000
Arithmetic mean 82,9914
95% CI for the mean 77,7916 to 88,1912
Median 75,9500
95% ClI for the median 71,7759 to 84,6884
Variance 1658,1030
Standard deviation 40,7198
Relative standard deviation 0,4907 (49,07%)
Standard error of the mean 2,6395

Coefficient of Skewness

0,9538 (P<0,0001)

Coefficient of Kurtosis

2,6030 (P<0,0001)

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

reject Normality (P<0,0001)

Percentiles 95% Confidence Interval
2,5 20,6295 11,6939 to 22,8473
5 23,8960 20,4164 to 30,6650
10 35,7830 26,8400 to 40,6263
25 56,5100 47,3652 to 59,2230
75 107,1000 100,0536 to 113,9673
90 142,6100 132,5508 to 149,4792
95 153,6800 147,5743 to 157,3414
97,5 157,1950 155,2868 to 193,0784
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Graf 2. Rozlozeni ¢etnosti pro populaci détskou zenského pohlavi
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Tab. 5. Vysledky elecsys vit. D total pro détskou populaci zenského pohlavi

50

150
elecsys

250
(nmol/)

350 450

| Variable | Elecsys-F
Sample size 180
Lowest value 7,7100
Highest value 418,8000
Arithmetic mean 90,4573
95% CI for the mean 80,7728 to 100,1419
Median 76,4950
95% ClI for the median 67,6550 to 85,9167
Variance 4335,5059
Standard deviation 65,8446
Relative standard deviation 0,7279 (72,79%)
Standard error of the mean 4,9078

Coefficient of Skewness

2,3283 (P<0,0001)

Coefficient of Kurtosis

7,1314 (P<0,0001)

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

reject Normality (P<0,0001)

Percentiles 95% Confidence Interval
2,5 14,7100 9,7184 to 22,1706
5 22,1750 14,6057 to 29,8913
10 31,6300 22,8878 to 37,9858
25 49,7200 45,1824 to 55,1005
75 108,8500 100,5253 to 124,3760
90 145,4300 136,5921 to 172,7331
95 226,9000 154,6695 to 323,8641
97,5 311,2000 227,1946 to 399,2199
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Graf 3. Rozlozeni Cetnosti pro celkovou détskou populaci
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Graf 4. Zobrazeni rozloZeni jednotlivych vysledkd v celkové détské populaci
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Tab. 6. Vysledky elecsys vit
Variable Elecsys F+M

Sample size

Lowest value

Highest value

Arithmetic mean

Median

Standard deviation
Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis
D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

95% Reference interval, Doubl

. D total pro celkovou détskou populaci

e-sided

A. Method based on Normal distribution

Lower limit
90% ClI
Upper limit
90% ClI

418

7,7100

418,8000

86,2064

76,1100

53,0765

2,2384 (P<0,0001)

8,8199 (P<0,0001)

reject Normality (P<0,0001)

-17,8217

-25,2237 t0 -10,4197
190,2345

182,8325 to 197,6365

B. Non-parametric percentile method (CLSI C28-A3)

Lower limit
90% ClI
Upper limit
90% ClI

16,9940

14,5700 to 21,8000
228,0550

163,0000 to 302,0000

Tab. 7. Kontroly pro metodu elecsys vit. D total

Primérna
koncentrace Smeérodatna Variagni koeficient
(nmol/l) odchylka %
Kontrola 1 (35,68 - 70,82
nmol/l) 58,41 3,23 5,53
Kontrola 2 (64,75 - 120,2
nmol/l) 93,78 3,85 411
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4.2.2. Srovnani metod

Srovnani vysledkd dvou méfeni byla provedena na zakladé srovnani pomoci
metod Passing-Bablok a Bland-Altman. Vysledky zahrnuji opét rozdéleni podle pohlavi
a celkovou statistiku. Obé metody jsou doplnény grafy znazorfujicimi €etnost, protoze
se jedna o selektovany soubor vzorku. Méfenym analytem je vitamin D total respektive

suma vSech jeho forem.

Graf 5. Srovnani metodou Passing-Bablok pro détskou populaci zenského pohlavi
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Tab. 8. Parametry k vyhodnoceni dle metody Passing-Bablok pro détskou populaci

Zenského pohlavi

n | 112
Method | Measuring interval
LC-tot | 5,87 to 217,46
ele | 7,71 10 173,00

Correlation - r |

Fit Y on X

Passing-Bablok fit

0,811

Equation | ele = 7,093 + 1,104 LC-tot

Parameter \ Estimate Bootstrap 95% CI
Intercept | 7,093 -1,346 to 14,86
Slope | 1,104 0,9663 to 1,271

Tab. 9. Paramentry k vyhodnoceni dle metody Bland-Altman pro détskou populaci

zenského pohlavi

n | 112
Method | Measuring interval
LC-tot | 5,87 to 217,46
ele | 7,71 to 173,00
Correlation - r | 0,811
FitDon A
Constant difference
Parameter | Estimate 95% Cl SE
Mean difference | 16,063 11,7337 to 20,3928 2,1849
95% Lower LoA \ -29,257 -36,6783 to -21,8359 3,7451
95% Upper LoA \ 61,384 53,9624 to 68,8048 3,7451
SD | 23,123
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Graf 6. Srovnani metodou Bland-Altman pro détskou populaci zenského pohlavi
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Graf 7. Zobrazeni ¢etnosti a rozloZeni jednotlivych vzork( namérenych metodou HPLC

MS/MS na selektovaném souboru détské populace Zzenského pohlavi
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Tab. 10. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl namérenych

metodou HPLC MS/MS na selektovaném souboru détské populace Zenského pohlavi

N 112
Mean SE SD Variance Skewness Kurtosis
LC-tot 57,303 3,5337 37,397 1398,549 1,2 2,24
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile Maximum IQR
LC-tot 5,87 29,986 44,477 80,809 217,46 50,823
Quantile LC-tot
0,050 10,360
0,950 124,987

51



Graf 8. Zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorki naméfenych metodou

elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace zenského pohlavi
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Tab. 11. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl namérenych

metodou elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace Zenského

pohlavi
N 112
Mean SE SD Variance Skewness Kurtosis
ele 73,366 3,5660 37,740 1424,271 0,4 -0,51
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile Maximum IQR
ele 7,71 45,185 69,780 100,296 173,00 55,111
Quantile ele
0,050 17,000
0,950 135,370
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Graf 9. Srovnani metodou Passing-Bablok pro détskou populaci muzského pohlavi
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Tab. 12. Parametry k vyhodnoceni dle metody Passing-Bablok pro détskou populaci
muzského pohlavi

n | 151
Method | Measuring interval
LC-tot \ 1,57 to 236,90
ele \ 8,25 to 172,40
Fit Y on X

Passing-Bablok fit

Equation ‘ ele = 8,991 + 0,9582 LC-tot
Parameter \ Estimate Bootstrap 95% CI
Intercept . 8,991 4,363 to 14,52
Slope | 0,9582 0,8744 to 1,075

Tab. 13. Paramentry k vyhodnoceni dle metody Bland-Altman pro détskou populaci
muzského pohlavi

n | 151
Method | Measuring interval
LC-tot \ 1,57 to 236,90
ele \ 8,25 to 172,40
Correlaton-r | 0,829
FitDon A

Constant difference

Parameter | Estimate 95% Cl SE
Mean difference | 10,878 7,0745 to 14,6816 1,9250
95% Lower LoA \ -35,484 -41,9981 to -28,9690 3,2970
95% Upper LoA \ 57,240 50,7252 t0 63,7542 3,2970

SD | 23,654
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Graf 10. Srovnani metodou Bland-Altman pro détskou populaci muzského pohlavi
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Graf 11. Zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkli naméfenych metodou

HPLC MS/MS na selektovaném souboru détské populace muzského pohlavi
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Tab. 14. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl naméfenych

metodou HPLC MS/MS na selektovaném souboru détské populace muzského pohlavi

N 151
Mean SE SD Variance Skewness  Kurtosis
LC-tot 66,886 3,4125 41,934 1758,432 1,3 1,86
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile  Maximum IQR
LC-tot 1,57 35,934 59,422 84,181 236,90 48,247
Quantile LC-tot
0,050 15,597
0,950 161,754
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Graf 12. Zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkli naméfenych metodou
elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace muzského pohlavi
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Tab. 15. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl namérenych

metodou elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace muzského

pohlavi
N | 151
Mean SE SD Variance Skewness  Kurtosis
ele 77,764 3,0687 37,709 1421,946 0,4 -0,52
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile Maximum IQR
ele 8,25 49,225 73,110 103,217 172,40 53,992
Quantile ele
0,050 22,016
0,950 147,400
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Graf 13. Srovnani metodou Passing-Bablok pro celkovou détskou populaci
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Graf 14. Srovnani metodou Bland-Altman pro celkovou détskou populaci
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Tab. 16. Parametry k vyhodnoceni dle metody Passing-Bablok pro celkovou détskou

populaci
n 263
Method Measuring interval
LC-tot 1,57 to 236,90
ele \ 7,71 to 173,00
Correlation - r \ 0,820
Fit Y on X
Passing-Bablok fit
Equation | ele = 8,002 + 1,007 LC-tot
Parameter \ Estimate Bootstrap 95% CI
Intercept \ 8,002 4,292 t0 12,95
Slope \ 1,007 0,9296 to 1,095

Tab. 17. Paramentry k vyhodnoceni dle metody Bland-Altman pro celkovou détskou

populaci
n | 263
Method Measuring interval
LC-tot \ 1,57 to 236,90
ele \ 7,71 to 173,00
Correlation-r | 0,820
FitDon A
Constant difference
Parameter | Estimate 95% Cl SE
Mean difference | 13,086 10,2298 to 15,9426 1,4507
95% Lower LoA \ -33,023 -37,9113 to -28,1356 2,4823
95% Upper LOA | 59,196 54,3080 to 64,0837 2,4823
SD | 23,526

60



Frequency

Graf 15. Zobrazeni ¢etnosti a rozloZeni jednotlivych vzork( naméfenych metodou

HPLC MS/MS na selektovaném souboru celkové détské populace
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Tab. 18. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl namérenych

metodou HPLC MS/MS na selektovaném souboru détské populace muzského pohlavi

N | 263
Mean SE SD Variance Skewness Kurtosis
LC-tot 62,805 2,4832 40,271 1621,792 1,3 2,03
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile Maximum IQR
LC-tot 1,57 31,581 54,985 82,275 236,90 50,693

Quantile LC-tot
0,050 14,888
0,950 151,495
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Graf 16. Zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzork( naméfenych metodou
elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace muzského pohlavi
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Tab. 19. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkl naméfenych

metodou elecsys vit. D total na selektovaném souboru détské populace muzského

pohlavi
N 263
Mean SE SD Variance Skewness  Kurtosis
ele 75,891 2,3255 37,713 1422,252 0,4 -0,53
Minimum 1st quartile Median 3rd quartile Maximum IQR
ele 7,71 46,310 71,530 101,767 173,00 55,457
Quantile ele
0,050 21,435
0,950 146,000
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Graf 17. Zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkd pro vitamin D3 naméfeny

metodou HPLC MS/MS na selektovaném souboru celkové détské populace
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Tab. 20. Data k zobrazeni Cetnosti a rozlozeni jednotlivych vzorkll pro vitamin D3
naméfenych metodou HPLC MS/MS na selektovaném souboru celkové détské
populace

N . 263
Mean SE SD Variance Skewness  Kurtosis
Vitamin D3 52,854 2,023 32,807 1,076 E+03 1,0 1,01
Minimum  1st quartile Median 3rd quartile  Maximum IQR
Vitamin D3 1,572 27,438 46,873 69,773 179,405 42,335

Quantile | Vitamin D3

0,050 11,519
0,950 1,218 E+02
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4.2.3. Vyvoj mnozstvi forem vitaminu D

V kapitole 4.5.2. Normalnich hodnot vitaminu D byla zminka o vyvoji C3-

epi(OH)D3 béhem prvnich let zivota. Diky podrobnym vysledkim muzeme porovnat

ziskané hodnoty s hodnotami z literatury. Vysledky vyvoje nemohou byt brany

dogmaticky, protoZze se nejedna o sériové mérfeni jednotlivych pacientl. Také jsou

Castecné ovlivnény velkym poétem novorozencu.

Graf 18. Vyvoj jednotlivych forem v 1. a béhem 1-5 roku Zivota

Vyvoj v 1. roce 3-epi-OH-D3

Vyvoj 3-epi-OH-D3 1-5 let

(nmol/l) (nmoll/l)
60,00 16,00 Py
. vz 0,529765x+ 7,1106 400 y=-0,5078x+ 6,1245
50,00 R?=0,0561 ; R2=0,1038
12,00 &
40,00
PA $ & Vjvojv L. roce 3-epi- | 1000 e + ¥ & Vyvoj3-epi OHD3 15
30,00 . OH-D3 8,00 * & let
* —Linedrnf (Vyvoj v 1. 6,00 ——Linedrni (Vyvoj 3-epi-
2000 —§ :9 . . roce 3-epi-OH-D3) OH-D3 1.5 let)
4,00 -
10,00 % 200
0,00 ¥ T L 1 000 —— 44— —¢——
0 5 10 15 mésic 0 2 4 6 rok
(nmolly  Vyvojv 1. roce vit. D3 (nmol/l) Vyvoj vit. D3 1-5let
200,00 160,00
R y=6,9602x+ 39,26
180,00 ¢ R2- 0,931 140,00 y=-5,0053x+ 72,895
160,00 R2=0,0618
140,00 M > 1000
X —z-t + L 4
120,00 —’—’—Q—Q ¥ 4 VWyvojv 1. rocevit. D3 100,00 & Vyvojvit. D3 1-5let
100,00 + ¢ > 80,00
80,00 6/5/ ¢ + ——Linedrni (Vyvoj v 1. 60,00 —— Linedrni (Vyvoj vit. D3
60,00 4 z 3 roce vit. D3) 1-5let)
40,00 -
40,00 *
20,00 ¢ 20,00
0,00 ; . ‘ L. 0,00
0 5 10 15 mesic rok
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Tab. 21. Stfedni hodnoty ke grafu 18.

Primér (nmol/l) Median (nmol/l)

vit. D3 v 1. roce
vit. D3 1-5 let

C3-epi(OH)D3 v 1.
roce

C3-epi(OH)D3 1-5 let

Graf 19. Vyvoj jednotlivych forem od 1. do 12. mésice zivota

47,48

59,07

7,78

4,47

36,20
58,15

5,62

4,23

Vyvoj 3-epi-OH-D3 od 1 az 12

Vyvoj vit. D3 od 1 az 12 mésice

oy (nmol/l)
(nmol/l) mesice 200,00
180,00 *
p0.00 160,00 *
y=-1,67x+ 25,452 / =2, .
5000 | Ri=0,3437 140,00 *;ﬁ—’i oo
40,00 o ) 120,00 + 91‘7‘ L 2 ¢ Vyvojv 1. roce vit. D3
[ 3 % Vyvojv 1. roce 3-epi- 100,00 |
30,00 & O3 80,00 — * —— Linearni (Vyvoj v 1.
2000 &% Linedrni (Vyvoj v 1. 6000 | ¢ + + roce vit. D3)
) 4 'S roce 3-epi-OH-D3) 20,00
10,00 T4 ﬁ¥:¢\“iz 20,00 o °
0,00 . * | 0,00 ‘ ‘ .
5 10 15  meésic 0 5 10 15 meésic
Tab. 22. Stfedni hodnoty ke grafu 19.
N Median
Pramér (nmol/l)
(nmol/)
vit. D3 od 1 az 12 mésice 102,72 114,49
3-epi(OH)D3 od 1 az 12
PI(OH) 16,07 15,47

mesice
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5. Diskuze

Vysledky zminéné v kapitole 5.2.1. Vysledky celkového souboru pro metodu
elecsys vit. D total korelovaly s hodnotami zminénymi v teoretické Casti v kapitole
5.2.1. Normalnich hodnot. Nijak vSak nenapomahaji k feSeni problematiky rozdéleni
nejmladSi populace do jednotlivych skupin referenéniho rozmezi, pfipadné
s upfesnénim hodnoty normalniho vSeobecného zdravi u nejmladSi populace. Diky
rozdéleni podle pohlavi, bylo mozné porovnani, které pfineslo oCekavany vysledek, kdy
obé skupiny jsou si velmi podobné. DalSim potvrzenym faktem je velké mnozstvi
vzorkl nachazejici se v hodnotach mirné deficitni. Vliv na tyto hodnoty ma nesporné
vnéjSi prostredi, protoze vzorky byly odebirané v zejména v jarnich mésicich. Zminény

fakt ovlivni mnozstvi vitaminu D, ktery si lidsky organismus sam biosyntézou vytvori.

K ovéfeni spravnosti stanoveni slouzi dvoubodova kontrola. Méfeni kontrol se
provadi pfed analyzou vzorkl, pfipadné na zacatku dne. Vysledky kontrol jsou
uvedeny vtab. 7. Tyto kontroly byly provadény i po ukonCeni méfeni, aby byla

zajisténa maximalni spolehlivost vysledku.

Hlavnim cilem prace bylo srovnani dvou metod. Méfeni prvni metody elecsys
vit. D total probéhlo na analyzatoru cobas e411 ROCHE. Pro srovnani byla pouzita
metoda HPLC MS/MS.

Vyhodnocené vysledky jsou opét rozdéleny dle pohlavi, ale nechybi ani
vyhodnoceni pro celkovou populaci. Vyhodnocovaci metoda Passing-Bablok ukazala
protichudné trendy vyvoje rlstu a poklesu diference metod. U populace Zenského
pohlavi byl rust diference smérem k vy$Sim hodnotam a naopak u populace muzského
pohlavi se ukazal opacny trend. Vysledkem u souboru s ob&ma pohlavimi pak logicky
byla témér rovnobézna pfimka. Zavérem, ktery metoda Passing-Bablok pfinesla je, ze
metody dobfe koreluji. Porovnatelnost metod potvrzuje i druha pouzita metoda Bland-
Altman, kde diference neni vyrazna, zvazime-li VK 10%, ktery se pro stanoveni vit. D

doporucuje.

Srovnani dvou metod pfineslo zjisténi, Ze metoda elecsys vit. D total je
srovnatelna s metodou HPLC MS/MS. Median zméfeny metodou HPLC MS/MS pro
celkovou populaci ma hodnotu 54,9 nmol/l. Tento fakt méni hodnoceni stavu na mirny
deficit. VétSina populace se pak nachazi v kategoriich spadajicich pod nedostate¢nou

hladinu vitaminu D.
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V kapitole 4.5.2. Normalnich hodnot byly uvedeny vysledky sledovani vyvoje
mnozstvi forem vitaminu D3 a C3-epi(OH)D3 béhem prvnich let Zivota. Vysledky
zminéné v grafu 18. a tab. 21. ukazuji podobny trend, kdy epimerické formy je v prvnim
roce vice. Naopak hladina vitaminu D3 b&hem prvniho roku Zivota roste, ale vysSi
hodnoty jsou stabilni az v po prvnim roce. Vyfazenim vzorku, které pochazely od
Cerstvé narozenych déti, se stfedni hodnoty epimeru a vit. D3 zdvojnasobily, viz tab.
22.

67



0. Zaver

Uvodni &ast prace patfila teoretickému zakladu k pochopeni problematiky
tykajici se komplexnosti vitaminu D. Nékteré Casti biosyntézy a zejména uc€inku
jednotlivych forem vitaminu D doposud nebyly odhaleny. Pravdépodobné i z téchto
dlvodul je o tento marker tak velky zajem. Doposud popsané ucinky se tykaji témeér
v8ech onemocnéni, ktera se dnes velmi Casto vyskytuji jak v bohatém tak chudém

svété.

Pravé vliv na zminéné nemoci je spojovan s deficitem vitaminu D. Co se vSak
da povazovat za deficit? Existuje mnoho doporuceni referenénich mezi, doposud ale
nedoSlo ke sjednoceni, proto je dulezité nadale pracovat na dané problematice.
Jednotné museji byt také vysledky poskytované analyzatory. Za timto ucelem vznikla i

tato prace.

Porovnani metody elecsys vit.D total a HPLC MS/MS pfineslo zjisténi, ktera
mohou pomoci pfi hodnoceni vysledkd ziskané touto metodou. Zajimava zjisténi
pfineslo stanoveni jednotlivych forem vitaminu D metodou HPLC MS/MS, kde trend
vyvoje hladiny C3-epi(OH)D3 v prvnich mésicich nejprve naroste a pak postupné

klesa.

Vysledna hodnota, kterou pfinadi metoda elecsys vit. D total, je pouZzitelnym
markerem ukazujicim na deficit pfipadné hypervitaminézu. Podstatné je, Ze vliv
vysledné hodnoty na diagnézu by nemél byt dogmaticky, ale musi byt bran jako

dllezity faktor, ktery napomaha vysetfujicimu Iékafi urcit stav pacienta.
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