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ABSTRAKT (CZ)

Prace se zabyva problematikou klinického vyznamu a kvantitativniho stanoveni vitaminu D
v krvi. Vyznam testovani vitaminu D v krevni cirkulaci se zvySuje celosvétové a koreluje
s nedavnymi vyzkumy prokazujicimi pozitivni korelaci mezi deficitem vitaminu D
a metabolickymi chorobami, imunodeficienci a dal§imi nemocemi. Stavajici testy pro
stanoveni 25-OH vitaminu D postradaji srovnatelnost s kandidatni referen¢ni metodou, coz
zpusobuje obtiZe pii diagnostice a monitorovani vitaminu D. Pfedkladand prace srovnavala
vykonnost 2 automatizovanych imunoanalytickych metod a 1 kapalinové chromatografie

s UV detekei.

Préace je ¢lenéna na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické ¢asti jsou zpracovany zaklady
metabolismu vitaminu D a interpretace zakladnich pojmt souvisejicich s danym tématem.
Prakticka ¢ast kombinuje popis pouzitych diagnostickych souprav a analytickych systému.

Ziskana data byla zpracovana pomoci statistického programu MedCalc.

Klicova slova: 25-OH vitamin D, HPLC, imunochemické metody, standardizace,

srovnatelnost



ABSTRACT (EN)

The present work deals clinical significance and determination of vitamin D in the blood. The
importance of vitamin D in the blood circulation is increasing worldwide and correlates with
the recent studies showing positive correlation between vitamin D insufficiency and metabolic
diseases, immunodeficiency and other diseases. Current assays for the determination of
25-hydroxyvitamin D lack comparability with a candidate reference method, causing
difficulties in diagnosis and monitoring of vitamin D deficiency. The study compared the
performance of 2 automated immunoassays and 1 liquid chromatographic method with UV

detection.

The work is divided into theoretical and practical part. The theoretical part presents the basics
of vitamin D metabolism and interpretation of the basic concepts related to the topic. The
practical part includes a description of laboratory tests and used analyzers. The obtained

laboratory data were processed by statistical programme MedCalc.

Keywords: 25-OH vitamin D, HPLC, immunochemistry, standardization, comparability
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Uvod

Vitamin D ptedstavuje dilezitou komponentu pro regulaci homeostazy kalcia a fosfati
v lidském organismu. V soucasné dobé se enormné zvySuje pocet klinickych indikaci pro
kvantitativni stanoveni vitaminu D v biologickém materidlu, ktery souvisi s nartistajicim
vyznamem tohoto analytu. Uvazujeme-li o vitaminu D, je nutné blize specifikovat analyt,
ktery stanovujeme. RozliSuji se dvé hlavni formy vitaminu D, vitamin D3 (cholekalciferol)
zivocisného ptivodu a vitamin D, (ergokalciferol) rostlinného ptivodu, pticemz ergokalciferol
ve strave predstavuje jen omezeny zdroj pfijmu a majoritnim zdrojem pro Cloveéka predstavuje
vlastni produkce pod vlivem ultrafialového (dale jen UV) zafeni. Endogenné a exogenné
pfijaty vitamin D podléha identické metabolické preméné na aktivni formu vitaminu D,
piicemz majoritnim pocateCnim bodem strukturdlni prestavby na biologicky aktivni vitamin D
je 25-OH vitamin D (kalcidiol), jehoz hydroxylace v poloze 25 probihd v hepatocytech
a ndsledujici hydroxylace na uhliku 1 probiha v ledvinach. Vznikly 1,25-(OH), vitamin D
(kalcitriol) ptedstavuje biologicky aktivni formu vitaminu D. Pro potfeby predkladané
rigor6zni prace bude experimentalni ¢ast a pfevazna Cast teoretické ¢asti zamétrena na 25-OH
vitamin D (kalcidiol), ktery je nejvhodnéjSim ukazatelem stavu metabolismu vitaminu D
v lidském organismu a zohlediuje endogenni i exogenni piivod neaktivnich prekurzort
(Kulda, 2012), a proto bude v textu prezentovat vyznam slova vitamin D.

V kontextu nartstu poctu pozadavkl na vysetfeni vitaminu D se na laboratornim trhu
objevuji diagnostické soupravy pro kvantitativni stanoveni v séru a/nebo plazmé odlisnych
vyrobcii. Tato pomérné Sirokd nabidka diagnostickych souprav, pfevazné na principu
imunochemického stanoveni, vSak vykazuje fadu analytickych nedostatkli z divodu absence
standardizace méfeni, kterd spocivd v definovani referencni metody s vyuZitim
certifikovaného referencniho materialu NIST SRM 972a a NIST SRM 2972 (Friedecky
a Vavrova, 2014; Friedecky a Vavrova, 2016) a navaznosti pracovnich kalibratori vyrobcti
diagnostickych souprav (Friedecky a Vavrova, 2014; 2012a). Systematické diference mezi
diagnostickymi soupravami pro kvantitativni stanoveni vitaminu D jsou patrné z vysledkt
externiho hodnoceni kvality (dale jen EHK) tuzemskych, popf. zahrani¢nich organizatort.
Tyto diference mohou vyustit v mylnou klinickou interpretaci vysledkl stanoveni s pfimym

dopadem na zdravi jednotlivce.



Predkladana rigorézni prace si klade za cil prezentovat souCasny stav urovné
analytické kvality méfeni vitaminu D v biologickém materidlu pouzitim tfi diagnostickych
souprav riznych vyrobct a tyto zavéry konfrontovat s vysledky EHK.

P4

Rigordzni prace je ¢lenéna do dvou Casti, teoretické a experimentalni. Teoretickd Cast
prindsi uceleny piehled zakladnich poznatkli o metabolismu vitaminu D, jeho klinickém
vyuziti, pfehledem metod stanoveni v humanni mediciné a vy¢tem EHK se zaméfenim na
tento analyt, v celkem 4 kapitolach.

Stézejni usek rigordzni prace predstavuje experimentalni cast, clenénd do 4 kapitol se
strunym popisem jednotlivych metod stanoveni, charakteristikou vyzkumného Setfeni
1 testovaného souboru a rovnéz vlastnim statistickym zpracovanim vysledkl Setteni. Vystupy
z vyzkumného Setfeni jsou konfrontovany s literarnimi Udaji v diskuzni casti a konecné
vystupy prace prezentuje zaveérecna Cast.

Vybér tématu rigordzni prace reflektuje aktudlnost problematiky stanoveni vitaminu D

v biologickém materidlu s ohledem na akceleraci poZadavkli na toto stanoveni. PouZité

literarni zdroje vychazeji z recentnich publikaci s ohledem na aktudlnost dané problematiky.
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1 VITAMINY

Prvni empirické poznatky o vitaminech se datuji jiz od starovéku. Prvni
experimentalni prace zabyvajici se problematikou vitamind se objevuji v 90. letech 19. stoleti,
kdy lze evidovat zvySeny narast poznatkl o etiologii karenci. Pti¢emz objev vitaminl nelze
prisuzovat pouze jedné osobé, ale je reflexi dlouhodobého vyvoje analytickych metod, ktery
umoznil ovéfeni experimentdlnich pfedpokladli o téchto sloucenindch (Hlubik a Opltova,
2004). Kapitola 1 sumarizuje zakladni poznatky a klasifikaci vitamind, pfiCemz
v navazujicich podkapitolach jsou shrnuty poznatky o syntéze, metabolismu a katabolismu

vitaminu D v lidském organismu.

1.1 KLASIFIKACE A BIOMEDICINSKY VYZNAM VITAMINU

Vitaminy pfedstavuji skupinu organickych latek, které v malém mnozstvi cirkuluji
v krevnim ob¢€hu a ovliviiuji celou fadu biochemickych funkci. VSeobecné vSak plati, ze je
nelze syntetizovat v organismu, a proto se predpokladd jejich pfisun potravou (Hlubik
a Opltova, 2004; Murray et al., 2012). Z této definice 1ze poukdzat na postaveni vitaminu D
a Castecn¢ niacinu, kterézto lze syntetizovat endogenné (Murray et al., 2012).

Pro jednotlivé slouc¢eniny nesouci nazev vitaminy neexistuje ptimy strukturalni vztah,
ktery by umoznil jejich klasifikaci, dillezitym aspektem pro rozliSeni je jejich rozpustnost,
podle niz se vitaminy diferencuji na dvé skupiny (Hlubik a Opltova, 2004; Vavrova et al.,
2007):

— vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni): vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin K,
— vitaminy rozpustné ve vode: skupina vitamini B-komplexu (B;, B, Bs, Bi2, niacin,

kyselina listova, kyselina pantothenova, biotin), vitamin C.

Nedostatecny pfijem vitaminu potravou vyvolava v organismu rozlicné poruchy z jeho
nedostatku, leh¢i formy nedostatku se oznacuji jako hypovitamindzy, t€z8i formy karence se
oznacuji jako avitamindzy, které mohou mit i fatdlni nasledky pti chronickém nedostatku
vitaminli v potravé. Jak uvadi Hlubik a Opltova (2004) nevznikaji tyto stavy pouze pfi
exogennim nedostatku, ale mohou se na nich podilet 1 jiné faktory (Spatnd resorpce vitamini
v gastrointestindlnim traktu, zvySend potieba vitaminli pfi zménach v organismu apod.).

Souhrn poznatki o vitaminech, v¢etné biomedicinského vyznamu ilustruje Tab. 1.

11



Tab. 1 Klasifikace, biomedicinsky vyznam a symptomy deficitu vitamint

Vitamin

Funkce

Onemocnéni z deficitu

e Vitaminy rozpustné v tucich

A, retinol, B-karoten zrakové pigmenty v sitnici, regulace

D, kalciferol

E, tokoferoly

K, fylochinon

genove exprese a bunééné diferenciace

udrzovani rovnovahy Ca, posiluje jeho
vstiebavani ve stfevé a mobilizuje
kostni mineraly, regulace genové
exprese a bunécéné diferenciace

antioxidant v bunéénych membranach,
uloha v signalizaci bun¢k

koenzym pi1 tvorbé y-karboxyglutamatu
v enzymech krevniho srazeni a kostni
matrix

e Vitaminy rozpustné ve vodé

B;, thiamin

B,, riboflavin

niacin

Bs, pyridoxin

kyselina listova

B2, kobalamin

k. pantothenova

H, biotin

C, k. askorbova

koenzym pyruvat a a-ketoglutarat
dehydrogendz a transketolazy, reguluje
CI kanaly v nervovych spojich
koenzym oxidac¢nich a reduk¢nich

reakci, prosteticka skupina
flavoproteint

koenzym v oxidacnich a redukcnich
reakci, funk¢ni skupina NAD a NADP,
uloha v intracelularni regulaci vapniku a
bunééné signalizaci

koenzym v transaminaci a dekarboxylaci
aminokyselin a glykogenfosforylazy,
modulace piisobeni steroidnich hormont
koenzym pii ptenosu jednouhlikovych
zbytkt

koenzym pii ptenosu jednouhlikovych
zbytkl a metabolismu kyseliny listové

funk¢ni skupina CoA a proteinti
ptenasejici acylové zbytky, syntéza
mastnych kyselin a metabolismus
koenzym v karbonyla¢nich reakcich v
glukoneogenezi a syntéza mastnych
kyselin, tlloha v regulaci bunécného cyklu
koenzym pii hydroxylaci prolinu a lysinu
pfi syntéze kolagenu, antioxidant, zvySuje
vstiebavani Zeleza

Seroslepost, xeroftalmie,
keratinizace ktze

rachitis (slaba mineralizace
kosti), osteomalacie

velmi vzacné, neurologické
potize

poruchy srazeni krve,
hemoragické onemocnéni

poruSeni perifernich nervi,
1éze v CNS (sy.Wernickeho
a Korsakoviiv)

1éze v koutcich ust, na rtech
a jazyku, seboroicka
dermatitida

pelagra (fotosenzitivni
dermatitida, depresivni
psychdza

poruchy metabolismu
aminokyselin, kiece

megaloblastova anémie

pernicidzni anémie (anémie
megaloblastova s degradaci
michy)

poskozeni perifernich nervii
(nutriéni meralgie)

poruchy metabolismu tukt
a sacharidi, dermatitida

kurdé&je — Spatné hojeni ran,
ztrata zubniho cementu,
podkozni krvaceni

Zdroj: ptevzato z Murray et al., 2012, s. 509.
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Terminologie pro skupinu vitaminli neni jednotnd, v literatuie lze nalézt jak trivialni nazev,
tak skupinové oznaceni latek s podobnou biologickou aktivitou. Pfevazné se vitaminy

oznacuji pismeny velké abecedy, pfipadné ¢iselnym indexem (Vévrova et al., 2007).

1.2 HISTORICKE ASPEKTY METABOLISMU VITAMINU D

Vitamin D je historicky fazen k vitaminim rozpustnych v tucich (liposolubilnich),
fyzikalné-chemické vlastnosti vitaminu D a jeho chovani v lidském téle jsou reflexi struktury
odvozené od cholestanu (Kulda, 2012). Vitamin D je pfirozené pfitomen v Gzkém spektru
béZné pouzivanych soucasti stravy, pfi¢emZ nejvyssi obsah vitaminu D je uvadén v rybich
pokrmech, vejci, taveném syru nebo suseném hiibu (Matéjovska — KubeSova et al., 2012).

Vroce 1906 byl vysloven piedpoklad, e rachitis' je onemocnéni zpusobené
nedostatkem blize nespecifikované substance vitaminového charakteru v potravé. Prvni
zminka o vitaminu D pochazi z roku 1918, kdy britsky biochemik Edward Mellanby prokazal
antirachiticky ucinek oleje izolovaného z tres¢ich jater. Oznaceni vitaminu D nasledovalo po
objeveni vitaminii A, B a C (Bayer et al., 2002). Experimentalni prace z let 1919 doporucuji
piikrm rachitickych zvifat rybim tukem s pozitivnim vlivem na kalcifikaci kosti (Hlubik
a Opltova, 2004). Izolace vitaminu D, byla provedena v roce 1931 a izolaci vitaminu Dj;

literarni zdroje uvadi az v roce 1936 (Hlubik a Opltova, 2004).

1.2 SYNTEZA A METABOLISMUS VITAMINU D

Syntéza a metabolismus vitaminu D predstavuje slozity mechanismus reakci
probihajicich v lidském organismu od neaktivnich prekurzori, az k uc¢inné form¢ vitaminu D.
Organismus ziskava vitamin D jednak potravou (exogenni pfijem), jednak z vlastni produkce
pod vlivem UV zafeni v kizi (endogenni syntéza); (Racek et al., 2006). Exogenni piijem
vitaminu D potravou ptedstavuje alternativni zdroj prekurzorti vitaminu D travicim traktem,
kde se absorbuji v duodenu a nasledné se preménuji na aktivni formy. Endogenni syntéza
vitaminu D pfedstavuje majoritni zdroj dostateného mnozstvi pro organismus za urcitych
ptedpokladt (Tesat, Schiick et al., 2006; Hulejova, Matik, Matikova, 2005). Ze strukturalnich
forem se rozliSuji dvé hlavni formy vitaminu D: vitamin D, (ergokalciferol) a vitamin Ds;
(cholekalciferol) liSici se v postrannim fetézci piiblizn€ se stejnou biologickou aktivitou

a metabolismem (Kulda, 2012). Vyskyt ergokalciferolu (D,) je zaznamenan v potraviniach

! Slaba mineralizace skeletu.
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rostlinného ptvodu, cholekalciferol (D;) je pfitomen v surovindch zivoc¢isného pivodu

(Vavrova et al., 2007).

1.2.1 Pocateéni strukturalni prestavby prekurzori vitaminu D

Pocatecnim bodem endogenni strukturalni prestavby vitaminu D je tzv. provitamin D3
(7-dehydrocholesterol), resp. provitamin D, (ergosterol), ktery v epidermis® u¢inkem
ultrafialového zéafeni konvertuje na vitamin D; (cholekalciferol), resp. vitamin D,
(ergokalciferol). U¢innost endogenni syntézy vitaminu D je zavisla na dobé& expozice
slune¢nimu zateni, geografické poloze, roénim obdobi, denni dob€, pigmentaci kize a pouziti
protektivnich krémt povrchu téla (Kulda, 2012). Jak zminuje Kulda, dilezitym faktorem je
autoregulacni systém endogenni syntézy. Pti déletrvajici slunecni expozici nedochazi
k elevaci vitaminu D, ale k pfeméné provitaminu na biologicky neaktivni izomery (Hlubik a

Opltova, 2004; Vavrova et al., 2007).

1.2.2 Hepatalni syntéza kalcidiolu (25-OH vitaminu D)

Ob¢ vzniklé formy vitaminu D (cholekalciferol i1 ergokalciferol) jsou biologicky
inaktivni a pro potfeby organismu vyzaduji dvoukrokovou aktivaci v jatrech a ledvinéch.
Predominantné¢ vznikly vitamin Dj; (cholekalciferol), vytvofeny v pokozce a/nebo piijaty
potravou, je transportovan do jater pomoci vitamin D-vazajiciho proteinu (dale jen VDBP),
minoritné vazan na transportni nosi¢ albumin, popf. lipoproteiny. V hepatocytech® nastavéa
primarni hydroxylace v poloze 25 ucinkem 25-hydroxylazy (Tesaf et al., 2006). Reakci
vznikly 25-OH vitamin D (25-monohydroxykalciferol, téz kalcidiol) je povazovan za
nejvhodnéjsi ukazatel stavu metabolismu vitaminu D v lidském organismu, ktery soucasné
zohlediiuje endogenni produkci v epidermis 1 exogenni ptfijem vitaminu D potravou (Kulda,

2012).

1.2.3 Renalni syntéza kalcitriolu

Druhy stupeit dvoukrokové hydroxylace a aktivace vitaminu D probiha v ledvinéch,

pficemz krvi transportovany komplex 25-OH vitamin D-VDBP prochazi glomerulem4 do

* Povrchové vrstva kiize.
? Jaterni buika.
* Nefron jako zékladni funkéni jednotka ledvin je tvofena dvéma hlavnimi &astmi — glomerulem a renalnim

tubulem (Tesaf et al., 2006).
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primarni moc¢i a nasledné dochéazi k absorpci buitkami proximalniho tubulu endocytézou za
ucasti megalinu, kde po odstépeni VDBP nastava druha hydroxylace v poloze 1 ucinkem
25-OH-1-0-hydroxylazy za vzniku 1,25-(OH), vitaminu D (1,25-dihydroxykalciferol, téz
kalcitriol).

Aktivita enzymu je piisn¢ regulovana, jak uvadi Kulda ,,...jedna se o klicové misto
rozhodujici o vznikajicim mnozstvi aktivni hormonalné piisobici formy. (Kulda, 2012, s.
403). Hlavnimi regulacnimi prvky sekrece kalcitriolu jsou: plazmatickd koncentrace
ionizovaného kalcia, fosforu, parathormonu a samotného 1,25-(OH); vitaminu D.

Enzym 1-a-hydroxylaza vykazuje vysokou substratovou specifitu pro 25-OH vitamin
D, pfesto pii zvySenych koncentracich ostatnich neaktivnich metabolitt (24,25-(OH), Dj,
25,26-(OH); D3) vitaminu D dochazi k jejich hydroxylaci (Tesaf et al., 2006).

Biologicky polo€as hormonalné aktivni formy vitaminu D (kalcitriol) €¢ini 6 — 8 hodin.
Z celkového mnoZstvi je cca 99 % vazano na VDBP, ¢aste¢né na albumin. Biologicky aktivni

je pouze volné (nevdzana) frakce (Tesar et al., 2006).

Obr. 1 Pocatecni strukturalni piestavby prekurzorii vitaminu D

| |
OH /\l/\ '
UvB /\ ‘\‘\/“— teplo
HO r
CH,
provitamin D, {7-dehvdrocholesterol} pre-D,

provitamin D, (ergostercl) pre-D,

vitamin D, (ergokalciferol)

Zdroj: Kulda, 2012, s. 401.

15



1.2.4 Mechanismus u¢inku hormonalné aktivniho vitaminu D

Dvoukrokovou hydroxylaci vznikly kalcitriol se intracelularné¢ vaze na receptor
vitaminu D (dale jen VDR), ktery je zodpoveédny za biologické ucinky. Aktivovany VDR (po
vazb¢ kalcitriolu) ptsobi jako transkripéni faktor ovlivilujici expresi genli regulovanych
vitaminem D (Kulda, 2012). Nehydroxylované formy vitaminu D jsou ukladany v tukové

tkani (Zdrazilova - Dubska et al., 2012).

1.2.5 Extrarenalni produkce kalcitriolu (1,25 — (OH); vitaminu D)

Extrarenalni produkce kalcitriolu pfedstavuje alternativni lokalni syntézu kalcitriolu. Tato
alternativni produkce nezplsobuje elevaci plazmatické koncentrace 1,25-(OH) vitaminu D
a nema tedy i klinicky vyznam. Pfesto za urCitych patologickych stavii miize dochazet
k doprovodnému patalogickému jevu, hyperkalcémii (Tesat et al. 2006). Za extrarendlni
zdroje kalcitriolu Tesat (2006) povazuje:

— placentarni produkci kalcitriolu,

— makrofagy granulomatdznich tkani (sarkoidoza, TBC),

— monocyty periferni krve.

1.2.6 Katabolismus kalcitriolu

Katabolismus kalcitriolu zahrnuje oxidaci postrannich uhlikatych fetézcii. Tato oxidaci mize
probihat odlisnymi metabolickymi drahami, a to:
— dle Tesate et al. (2006) je vyznamngjsi postupna preména kalcitriolou na kyselinu
kalcitriolovou, hydrofilni slouceninu vylu¢ovanou z organismu zluci,
— méné vyznamnou degradaci kalcitriolu je pfeména na lakton s mezistupném vzniku

tetrahydroxyvitaminu D.

1.3 VITAMIN D U SOUCASNE POPULACE

Doporucované hodnoty denniho piijmu vitaminu D ptedstavuji mnozstvi dodané¢ho
vitaminu cestou per os, protoze se piedpoklada pti dostatecné expozici slunec¢nimu zafent,
adekvatn€ syntetizované mnozstvi vitaminu D v kiiZzi dospélého jedince (HIubik a Pltova,
2004). Na zdkladé¢ uvedenych poznatkll je ziejmy vliv sezdny, geografické lokalizace
a charakter stravovacich navyki jedince. Coz doklada Hlubik a Opltova (2004), stejné taktéz

Vavrova et al. (2007). V letnich mésicich probiha syntéza vitaminu D ve vét§Sim métitku nez
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v zimnim obdobi a rovnéz vsevernich zemépisnych Sitkdch azimnim obdobi je
predpokladany deficit UV zéfeni vhodné vinové délky. V poslednich letech nariistd pocet
recentnich publikaci o vyskytu deficitu vitaminu D u vétSiny populace stfedniho zemépisného
pasu. Soucasné v zemich, kde je snizen pfisun vitaminu D v potravé, je doporucovano
odborniky na nutrici vramci preventivnich programt fortifikovat vybrané suroviny
a predchazet nedostate¢né saturaci organismu vitaminem D v populaci (Hlubik a Opltova,
2004). Pocatky fortifikace potravin v Ceské republice (dale jen CR) se datuji rokem 1990,
pficemz do procesu jsou zahrnuty margariny, rostlinné tuky a vybrané mlécné vyrobky
(Cepova, 2012).

Slozeni stravy obvykle nedokdze plnohodnotné pokryt dostatecny piijem zdroji
vitaminu D, majoritni postaveni ma fotokonverze 7 - dehydrocholesterolu v kiizi uéinkem
UVB zafeni. V kontextu s vySe uvedenym je nutné konstatovat, ze nadmérnd expozice
slune¢nimu zafeni zvySuje riziko karcinogeneze UV zéfeni. Naproti tomu pouzivani
ochrannych kosmetickych ptipravkll efektivné blokuje UVB slozku zafeni a tim také
fotokonverzi prekurzorti vitaminu D na kalcidiol. Podle Kazdy et al. (2012) dochazi
k dosazeni dostatecnych koncentraci kalcidiolu po kazdodenni expozici sluneCnimu zateni po
dobu 15 minut. Matéjovskd — KubeSova (2012) dale dopliuje vystavit slunecni expozici
obli¢ej, horni a dolni koncetiny. Uvedené udaje jsou pouzitelné v letnich mésicich, naopak
nedostateCnou intenzitu zareni pro syntézu vitaminu D pozorujeme v obdobi od listopadu do
unora, kdy je intenzita zareni snizend o 50 % (Matéjovskd — KubeSova, 2012). NejohroZené;si
skupinou jedinct s predpokladanym deficitem vitaminu D jsou seniofi, kojenci, téhotné
a kojici Zeny, osoby imobilizované a/nebo osoby v dlouhodobé ustavni péci, které nepiijimaji
dostatek potravin fortifikovanych vitaminem D, u nichZ je souCasné endogenni syntéza
snizena na minimum. Seniofi vzhledem k fadé¢ mechanismli podminénych stafim jedince jsou
taktéZ ohroZeni poklesem aktivity la - hydroxylazy v ledvinach a hormonalni dysbalanci a s
ni souvisejicim Ubytkem kostni hmoty (Vavrova et al., 2007).

Jako nejvhodnéjsi analyt k monitorovani hladiny vitaminu D v organismu je
povazovan 25-OH vitamin D (kalcidiol), ktery soucasné reflektuje endogenni a exogenni
ptisun prekurzori a ma odpovidajici biologicky polocas (2 — 3 tydny). Naproti tomu hladina
kalcitriolu neni vhodnym indik4torem, protoZe pokles koncentrace kalcitriolu je zaznamenam

pii vyrazném deficitu v organismu (Matéjovska — KubeSova, 2012).
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National Institute of Health (dale jen NIH) v USA doporucuje dolni hranici normy pro
deficit 30 nmol/l, pod touto koncentraci je udavan suspektni vyskyt patologické kostni
remodelace. Hodnota s dostatecnou suplementaci organismu vitaminem D je povazovana
koncentrace kalcidiolu 50 nmol/l, resp. 75 nmol/l. Soucasnd ceskd populace vsak podle
Matéjovské — Kubesové (2012) vykazuje primérné hodnoty kalcidiolu v rozmezi 30 -
50 nmol/l, pfevazné u populace starsi 50 — ti let. Tato koncentrace je naprosto nedostate¢na
k dosazeni kvalitni kostni remodelace. Snizené koncentrace vitaminu D jsou vSak pozorovany

1 v niz$ich vékovych kategoriich.

Obr. 2 Metabolismus vitaminu D

JAT-—R,A ( LEDVINY
25-hydroxylace j/ 1-hydroxylace : j
= - C i CH?
HO™ OH

HO
vitamin D, 25-hydroxyvitamin D, 1,25-dihydroxyvitamin D,
(cholekalciferol) (25-hydroxycholekalciferol, kalcidiol) (1,25-dihydroxycholekalciferol, kalcitriol)
l 24-hydroxylace j/
OH

2
HO ™" —
24,25-dihydroxyvitamin D, 1,24,25-trihydroxyvitamin D,
(24,25-dihydroxycholekalciferol ) (1,24,25-trihydroxycholekalciferol)

oxidace
stepeni postranniho Fetézce

kyselina kalcitroova
(produkr katabolizmu)

Zdroj: Kulda, 2012, s. 402.
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2 KLINICKY VYZNAM VITAMINU D

V soucasné¢ dob€ je v mnoha medicinskych oborech vénovéana pozornost disledkim
prevazné deficitu vitaminu D v populaci na zaklad¢ fady epidemiologickych studii napii¢
riznymi klinickymi obory. Kapitola 2 Klinicky vyznam vitaminu D sumarizuje vyznam

ucinku vitaminu D na lidsky organismus, podpoteny fadou intenzivnich klinickych studii.

2.1 DYSBALANCE PLAZMATICKYCH HLADIN VITAMINU D

Na zaklad¢ hodnot plazmatickych koncentraci vitaminu D v krevni cirkulaci lze
diferencovat klinické stavy do dvou skupin: deficit vitaminu D a nadbytek vitaminu D. Obég
skupiny maji charakteristické klinické projevy a prokazatelné laboratorni nalezy

v biologickém materidlu.

2.1.1 Deficit vitaminu D

Ukazatelem deficitu vitaminu D je pokles plazmatické koncentrace
25 - hydroxyvitaminu D pod 15 - 20 nmol/l. Podle recentnich studii lze za optimalni
plazmatickou koncentraci vitaminu D povazovat hodnotu 30 - 50 nmol/l, pfiCemz
nedostatena saturace organismu vitaminem D vede v rozvoji sekundarni hyperparathyreozy
a porusené mineralizaci skeletu s naslednym rozvojem kiivice a/nebo osteomalacie (Sotornik,
Kutilek et al., 2011).

Deficitni stavy spojené s nedostatecnou saturaci organismu vitaminem D Ize pozorovat
u stavil se snizenou absorpci vitaminu D v tenkém stieve, které doprovazeji patologické stavy
spojené s malabsorpci lipida (celiakie, chronickd zanétliva sttevni onemocnéni, stavy tézkych
hepatopatii). Naopak urychleni katabolismu vitaminu D, vedouci k deficitu vitaminu D,
prezentuji Sotornik et al. (2011) jako disledek nezadoucich G¢inkti nékterych medikamenti
(glukokortikoidy, antikonvulziva). Pti zavedené a dlouhodobé terapii t€mito 1é€ivy je nutna
dostatecna suplementace zvySenou davkou vitaminu D (Sotornik, Kutilek et al., 2011).

Samostatnou skupinou patologickych stavii vedoucich k deficitu plazmatické
koncentrace vitaminu D jsou rendlni onemocnéni s tézkou proteinurii. Pii stavem
s chronickym rendlnim selhanim a poklesem glomeruldrni filtrace pod 30 % fyziologickych
hodnot, dochazi u nemocnych jedincli ke snizené tvorbé la - hydroxylazy, kterou blokuje
soucasn¢ se rozvijejici hyperfosfatémie (retence fosfati pii sniZzené rendlni eliminaci);

(Sotornik, Kutilek et al., 2011).
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2.1.2 Nadbytek vitaminu D

Piijjem vysokych davek vitaminu D (hypervitamindéza) muze vést k intoxikaci
organismu, tato je provazena elevaci plazmatické koncentrace vitaminu D3 nad 150 nmol/l.
Hypervitaminoza je obvykle zptisobena nevhodnym terapeutickym naduzivanim vitaminu D,
nadmérna expozice sluneénimu zafeni a/nebo nadmérny pfisun vitaminu D v potravé
nezpiisobi intoxikaci organismu (Buckova et al., 2013). Doprovodnymi laboratornimi nélezy
intoxikace jsou: hyperkalcémie, hyperfosfatémie, ptfiCemz koncentrace kalcitrolu byva
v referenénim rozmezi (Sotornik, Kutilek et al., 2011). Klinické pfiznaky nadbytku vitaminu
D vorganismu spocivaji zejména v manifestaci hyperkalcémie, kdy postizeny jedinec
vykazuje spavost, pobledlost, nechutenstvi, nauzeu, zmatenost, kardialni obtize a znaky
hypotonie. Hyperkalcémie obvykle zpiisobuje polyurii a polydipsii, které mohou vyustit
celkovou dehydrataci (Buckova et al., 2013). Podle Sotornika, Kutilka et al. (2011) ptekroceni
kalcémie nad 3,0 mmol/l je divodem k zahajeni adekvatni symptomatické 1€¢by (rehydratace,
diuretika, kortikoterapie).

Stavy spojené s nadbytkem plazmatické koncentrace vitaminu D jsou v klinické praxi
vzacnosti, presto k intoxikacim vitaminem D srozvojem hyperkalcémie a nasledné
vazokonstrikei, elevaci krevniho tlaku a kalcin6ze dochazi (kazuistiku s intoxikaci vitaminu D

ilustruje Priloha €. 1).

2.2 VITAMIN D A RENALNI ONEMOCNENI

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji informaci o patofyziologii nemoci ledvin,
probéhl vyrazny rozvoj dialyzac¢nich technik a v praxi byla zavedena nova imunosupresiva.
Z hlediska incidenci pfedstavuji glomerulopatie nejCastéji diagnostikované onemocnéni
ledvin, z nichz nékterd mohou progredovat do chronického onemocnéni ledvin (dale jen
CKD) srizikem rozvoje termindlniho selhdni ledvin (dale jen ESRD) s nutnosti ndhrady
funkce ledvin (Tesaf et al., 2006). Pacienti s CKD vykazuji fadu odchylek v metabolickych
drahach, v€etn€ metabolismu vitaminu D. Jak prezentuje Dusilova — Sulkova (2012) je vyskyt
deficitu vitaminu D u pacientd s ESRD uvadén u 80 — 90 % dialyzovanych.

Pti¢inou patofyziologickych pochodl je nejen sniZeni ¢i dokonce chybéjici rendlni
eliminace tady latek a s ni spojend retence téchto plsobkil v organismu, ale také deficit
endogenni rendIni produkce (napf. kalcitriolu a/nebo erytropoetinu) a abnormalni intrarenalni

metabolismus (Dusilova - Sulkova, 2012).
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2.2.1 Chronické onemocnéni ledvin a metabolismus vitaminu D

Pti chronickém postizeni ledvin je hlavni patofyziologickou abnormalitou
nedostate¢na az zcela chybéjici renalni produkce 1,25-(OH), vitaminu D (kalcitriolu).
Abnormality v metabolismu vitaminu D jsou vSak pozorovany na vSech mezistupnich
metabolické premény, zahrnujici nedostate¢ny transport 25-OH vitaminu D (kalcidiolu), jeho
dostupnost pro fotokonverzi a/nebo katabolismus vitaminu D (Dusilovd — Sulkova, 2012;
Tesart et al., 20006).

Abnormality na Urovni metabolismu kalcidiolu (25-OH vitaminu D) jsou podle
Dusilova — Sulkové (2011, 2012) dany jednak sniZenou dostupnosti substratu pro
fotokonverzi v epidermis, kterou obecné zvazuje pro nespravné nutri€ni navyky nemocnych
a nizky ptivod prekurzort v potravé, ale také kratkodobou expozici slune¢nimu zateni. Tato
intenzivni imunosupresivni 1é¢bé (Marek et al., 2010). Kalcidiol vzhledem k hydrofobnim
vlastnostem cirkuluje v krvi vazan na transportni nosi¢ VDBP, ¢astetn¢ vazan na albumin
a minoritné na lipoproteiny. CKD doprovazi vzdy proteinurie, ¢imZ se moci ztraci ucinné
latky, vcetné latek bilkovinné povahy, tedy i VDBP, ktery je zodpovédny za transport
komplexu vitamin D — VDBP pies glomerulus’ do bunk renalnich tubuli (Dusilova —
Sulkova, 2012).

Z davodu absence VDBP pii proteinurii a snizené dostupnosti kalcidiolu pro
hydroxylaci v poloze 1 dochazi k deficitu aktivni formy vitaminu D, tedy 1,25-(OH);
vitaminu D (kalcitriolu) pro bunécné struktury a abnormality v kalcium - fosfatovém
metabolismu (Zofkova, 2012). Nedostatek kalcia v organismu (hypokalcémie) vede
k manifestaci sekundarni hyperparathyredzy vzniklé jako reakce na dlouhotrvajici
hypokalcémii, projevujici se hyperplazii vSech parathyreoidnich télisek. U takto rozvinuté
sekundarni hyperparathyre6zy® pozorujeme celkovou demineralizaci skeletu, ubytek kostni
tkané a dalsi abnormality ve skeletu 1 v m&kkych tkanich (Brunova a Bruna, 2009; Zamrazil et
al., 2007).

Na trovni katabolismu vitaminu D pii chronickém onemocnéni ledvin Bosworth et al.

(Bosworth in Dusilovd — Sulkov4, 2012) uvadi, ze aktivita enzymu 24-hydroxylazy

> Nefron jako zékladni funkéni jednotka ledvin je tvofena dvéma hlavnimi ¢astmi — glomerulem a renalnim
tubulem (Tesaf et al., 2006).

® Zvysena ¢innost pristitnych t&lisek.
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degradujici vitamin D je u rendlniho postizeni a/nebo CKD zna¢né snizend, coz koreluje i se
zpomalenou tvorbou aktivniho vitaminu D, kterou autofi oznacuji jako stav se stagnujicim
metabolismem vitaminu D. ZvySeny katabolismus vitaminu D (kalcidiolu 1 kalcitriolu)
zpusobuje také glukokortikoidni terapie, ktera predstavuje zakladni soucast 1éCebné terapie
glomerulopatii a protokolarni soucast imunosupresivnich rezimti po transplantacich zivotné
dilezitych organt, a proto je vhodna soubéznd a dostatecnd suplementace vitaminu D a jeho
analogti, které upravuji snizenou absorpci kalcia v travicich ustroji, reguluji sklon
k hyperparathyredze a podporuji diferenciaci a vyzravani osteoblasti (Marek et al., 2010,
Dusilova — Sulkova, 2012; Sotornik et al., 2011).

2.3 ONEMOCNENI SKELETU A VITAMIN D

V souvislosti s klinickym vyznamem vitaminu D a onemocnénim skeletu je nutné
uvést metabolickd kostni onemocnéni, kterd jsou charakterizovana dysbalanci mezi
odbouravanim a novotvorbou kostni hmoty. Zakladnim projevem metabolického kostniho
onemocnéni je zvysena nachylnost k frakturam (Zofkova, 2012). Nejéast&ji diagnostikované
metabolické kostni onemocnéni, doprovazené sniZzenou koncentraci vitaminu D v organismu
jsou osteopordza a osteomalacie (Soucek et al., 2011). Doporuceny algoritmus v rdmci
diferencialni diagnostiky osteopatie uvadi Obr. 3.

Obr. 3 Doporuceny algoritmus vysetfeni u nemocnych s podezienim na osteopatii
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Zdroj: Zima, 2012, s. 227.
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2.3.1 Osteoporoza

Diagn6za osteopordzy je uvadéna jako nejcastéj$i metabolické onemocnéni kostni
tkané. Soucek et al. (2011) definuji osteoporézu jako rychle progredujici systémové
onemocnéni skeletu, které lze charakterizovat urcitym stupném tUbytku kostni tkané
a poruchami mikrostruktury kosti, ¢imz dochazi k jejich zvysené kiehkosti a v disledku toho
k Castym a opakujicim se frakturdm, pfi¢emz prevaznd vétSina nemocnych tak zlstava
uréitym zptisobem zdravotné a socialné handicapovana (Soucek et al., 2011; Zofkova, 2012).

Osteopordza je podle klasifikace Svétové zdravotnické organizace (dale jen SZO)
fazena k nemocem svalové a kosterni soustavy a pojivové tkané¢ (SZO, 2013). Podle
nasledného tfidéni a lokalizaci postizeni se osteopordza tadi k postizenim poruchy hustoty
a struktury kosti M80 - M85 (SZO, 2013). Piehled diagnéz podle Mezinarodni klasifikace
nemoci, desatd revize (dale jen MKN-10) shrnuje Ptiloha €. 2.

Vyskyt tohoto onemocnéni ma podle literarnich zdroji prevalenci 7 - 8 % u Zen nad
65 let, nejvice postizeny jsou zeny po menopauze. Zenské pohlavi je jednoznaéné rizikovym
faktorem, pfiCemz osteopordéza u muzi v poslednich letech kopiruje prevalenci vyskytu
osteoporozy u zen. JenSovsky (2013) ve své praci uvadi, ze morbidita 1 mortalita muza
s frakturou kré¢ku femoru je podstatné vysSi nez u Zen (ro¢ni mortalita 31 - 35 % u muzi
a 17 - 22 % u zen). Taktéz byl zaznamenan vyskyt osteopordzy u déti a mladistvych, zvlastni
typem nozologické jednotky je pfechodna porucha vyvoje skeletu — idiopatickd juvenilni
osteoporoza (Bayer, Kutilek et al., 2002).

Patofyziologie osteopordzy neni jednotna (Zofkova, 2013; Jensovsky, 2013; Vyskogil, 2010),
podle klasifikace Ize diferencovat onemocnéni na:

Primarni osteopordzu: rozvijejici se Casto bez zietelné priCiny, ma zdvaznéjsi pribeh a jeji
vyskyt je Castéjsi. Nékteii autofi primarni osteopordzu dale déli:

e  Typ I: postmenopauzalni osteopordza (Ptiloha €. 5).

e  Typ II: senilni osteoporodza.

Sekundarni osteoporéza: jeji pficinou je urCité definované onemocnéni. Nejcastéjsi
jednotkou byva léky indukovana osteoporéza. Rada Iéka bézné uzivanych v interni medicing
a neurologii ireverzibilné poskozuji skelet — zdvaznd posSkozeni skeletu jsou pozorovana u
pacientii dlouhodobé 1é¢enych glukokortikoidy aktualn€ i v minulosti (Pfiloha €. 6), pficemz

poskozeni mikrostruktur skeletu zptisobuji 1 nizké davky glukokortikoidii (2,5 mg prednisonu
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dennd), (Zofkova, 2013). Osteotropni uginek vykazuji také nékterd imunosupresiva
(cyklosporin  A), hormony S§titné zldzy, antidiabetika (metformin, tiazolidindion),
psychotropni latky (SSRI), antiepileptika (fenytoin, primidon, fenobarbital, karbamazepin)
a néktera dalsi 1é¢iva pouzivané v kardiologii, pneumologii a gastroenterologii (Zofkova,
2013).

Diagnostika osteopor6zy zahrnuje anamnestické udaje (zivotni styl, nutrice, pohybova
aktivita), fyzikalni klinické vysetfeni (deformity patete, zjisténi tvarovych odchylek kosti,
vyska jedince), pfistrojové vySetfeni (méfeni hustoty kostniho minerdlu, RTG), hodnoceni
plazmatickych koncentraci biochemickych markerti (Tab. 2) a posouzeni jiz prodélanych
zlomenin postizené¢ho jedince (Soucek et al., 2011).

Laboratorni vySetteni osteopordzy zahrnuje stanoveni kostnich markerti v séru a/nebo
moci. Z vysledki analyz lze odhadnout ubytek kostni hmoty a monitorovat prubéh jiz
zapocaté léCebné terapie. K zdkladnimu vySetfeni slouzi ukazatele kalcium - fosfatového
metabolismu (S_Ca, S P, dU Ca) doplnéné vySetfenim vitaminu D v séru a u rizikovych
pacientil do 50 let také vySetfeni pohlavnich hormoni. Ostatni vyuzivané kostni parametry 1ze
rozdé¢lit na ukazatele kostni novotvorby a resorpce (Zima, 2007; Soucek et al., 2011), shrnuti

uvadi Tab. 2.

Tab. 2 Hlavni biochemické markery v laboratorni diagnostice osteopatie

Ukazatele novotvorby kostni tkané Ukazatele kostni resorpce
S kostni alkalicka fosfataza (S_ALPk) U Viépnik (dU-Ca)
S Osteokalcin U_Hydroxyprolin

S Karboxyterminalni propeptid kolagenu I | U Deoxypyridinolin, U Pyridinolin
(PICP)

S Aminoterminalni propeptid kolagenu I | S Karboxyterminalni telopeptid kolagenu I

(PINP) (ICTP)

S Tartarat-rezistentni  kyseld  fosfatdza

(TRACP)

S_Aminotermindlni telopeptid kolagenu I

(NTx)

Zdroj: vlastni zpracovani podle Zimy et al., 2012.
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Cilem lécebné terapie u osteopordzy je stabilizace mnozstvi a kvality kostni hmoty,
minimalizace fraktur a deformit skeletu a tim také zvySeni kvality zivota nemocného.
Lécebny algoritmus je zavisly na stupni zavaznosti onemocnéni a/nebo prognoze. V soucasné
dob¢ se 1éCba osteopordzy diferencuje na nefarmakologickou (rezimova opatieni, vhodna
fyzioterapie) a farmakologickou terapii (Soucek et al., 2011). Farmakologicka terapie je podle
Marka et al. (2010) jen nepatrné zavisla na pohlavi. VétSina bézné uzivanych
a doporucovanych preparati vykazuje podobny efekt jak u muzl, tak u Zen. Pfesto autofi
doporucuji vzdy preferovat individudlni rozvahu pii volbé terapeutickych postupi
a lécebnych preparati. Paklize je objasnéna pti¢ina primarni osteopordzy, je vyzadovana
kauzalni lé¢ba (JenSovsky, 2013). Zakladni lécebné preparaty uzivané k 1é€bé osteopordzy

jsou (Marek et al., 2010; JenSovsky, 2013):

saturace kalciem,

— suplementace vitaminem D,
— hormonalni terapie,

— Dbisfosfonaty,

— stroncium ranelat,

— osteoanabolicka léCba,

— kalcitonin,

— fluoridové soli,

— teriparatid,

— denosumab.

2.3.2 Osteomalacie

Soucek et al. (2011) definuji osteomalacii jako ,,...metabolické kostni onemocnéni
charakterizované nedostatecnou mineralizaci nové tvoreného osteoidu. Kostni tkan je mekci
a kosti jsou ndchylné kdeformacim...“ (Soucek et al, 2011, s. 844). Détska forma
onemocnéni se nazyva rachitida, kiivice (Bayer, Kutilek et al., 2002). Porucha mineralizace je
vSak dlouhodobym procesem souvisejicim s hypokalcémii a hypofosfatémii (Svacina et al.,
2010). Na vzniku onemocnéni se podileji rizikové faktory, hlavni rizikové faktory sumarizuje
Tab. 3.

Osteomalacie u dospélych se manifestuje po ukoneni rlstu, ¢imz dochazi

k mnohocetnym deformitam skeletu s nedostate¢nou mineralizaci a s naslednym rozsifenim
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koncti dlouhych kosti. Klinickd symptomatologie zahrnuje diftizni bolesti vychazejici z kosti,
svalovou slabost, celkové neprospivani a Casté fraktury v oblasti patefe a Zeber (Soucek et al.,
2011). Naproti tomu osteomalacie v détském véku (rachitida, kiivice) je generalizované
onemocnéni skeletu, pro které je typicka nedostatecnd mineralizace skeletu, vedouci
k nahromadéni osteoidni tkan¢, s prvotnimi klinickymi ptiznaky do 1 roku veéku Zzivota.
Rachitidu Ize diferencovat na geneticky podminéni onemocnéni nebo ziskané (nedostate¢na
saturace matky v obdobi gravidity, pfed¢asné narozeni apod.), (Bayer, Kutilek et al., 2002;
Svacina et al., 2010). Pfehled klasifikace osteomalacie a/nebo jiné osteopatie podle MKN-10

uvadi Priloha €. 3 a 4.

Tab. 3 Hlavni rizikové faktory vzniku osteomalacie (rachitidy)

Rizikovy faktor Priciny
Nedostatek slunecni expozice UV  paprsky jsou nutné pro fotokonverzi

v epidermis. Tato konverze vyrazn¢ klesa

u imobilnich a dlouhodobé hospitalizovanych

jedincu.
Nedostatecny piijem vit. D majoritni pfi¢ina vzniku rachitidy v détském véku
Nedostatecné vstiebavani vit. D nasledek onemocnéni Zaludku, tenkého stieva,

jater a slinivky bti$ni
Poruchy endog. metabolismu vit. D hydroxylace na aktivni metabolity vit. D v jatrech
a/nebo ledvinach je vyrazné omezena pfi

koincidenci onemocnéni téchto organti

Pisobky uvolinované urc. typy nadort v patogenezi se uplatiiuji rendlni ztraty fosfati
Pisobeni farmak pievazné antikonvulziva (ovliviiuji metabolismus

vit. D na arovni konverze na aktivni metabolity
v jatrech) a glukokortikoidy (snizuji vstiebavani

kalcia).

Zdroj: zpracovani vlastni podle Soucka et al., 2011, s. 845.

Diagnostika zahrnuje anamnestické udaje, fyzikalni a pfistrojové vySetieni (pfevazné
RTG) a podrobné laboratorni vySetieni kostnich markert. U osteomalacie a/nebo rachitidy
nalézame laboratorné zvySené hodnoty kostniho enzymu alkalické fosfatdzy, deficientni

hladinu vitaminu D, nizs§i plazmatické koncentrace kalcia a fosforu s naslednym rozvojem
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sekundarni hyperparathyreozy, elevace hladiny osteokalcinu a parathormonu (Soucek et al.,
2011; Svacina et al., 2010).

Zakladem 1spésné 1é¢ebné terapie je podavani vitaminu D (p. o. nebo
intramuskularn€), vedouci ke korekci abnormalniho kostniho metabolismu a normalizaci
kostnich markerti (Soucek et al., 2011). Denni ptivod vitaminu D ma byt podle Svaciny et al.
(2010) vrozmezi 600 — 800 IU, inicidlni davky jsou vsSak podstatné vyssi (az 50 000
IU/tyden) s nutnosti monitorace kalcémie a fosfatémie. Usp&3nost terapie signalizuji
stoupajici plazmatické koncentrace kalcia a fosforu za soucasné¢ho poklesu hladiny alkalické

fosfatazy.

2.4 ULOHA VITAMINU D V KARDIOLOGII

Pro soucasnou kardiologickou praxi je dalezita plazmatickd koncentrace vitaminu D
z diivodu znalosti empirické zdvislosti vitaminu D a rizika kardiovaskularnich chorob, které
vzhledem k incidenci fadime mezi nejfrekventovangjsi (UZIS, 2013).

Uloha vitaminu D v patofyziologii kardiovaskularnich chorob byla objasnéna na
zéklad¢ tady epidemiologickych studii s vice nez 1000 probandy a vykazujici deficitni
hladinu vitaminu D a/nebo dostateCnou hladinu v incidenci kardiovaskularnich ptihod,
piredevsim v manifestaci akutniho infarktu myokardu (déale jen AIM) a nejfrekventovang;si
chlopenni vadou (aortadlni sten6za); (Linhartovd et al, 2012; Kalvachova, 2012).
Patofyziologické ptisobeni vitaminu D na kardiovaskularni systém lze tedy diferencovat podle

klinicky se manifestujici vaskularni kalcifikaci a hypertrofii levé komory srdecni.

2.4.1 Vaskularni kalcifikace

Proces vaskularni kalcifikace je definovan jako lokalni proces koncentrického
ukladani kalcia v buitkdch hladké svaloviny tepenné médie a je vysledkem dysbalance
prokalcifikacnich a protikalcifikacnich faktor v metabolismu cévni stény (Mayer, 2012). Na
vaskularni kalcifikaci 1ze nahliZet jako na proces dynamicky a do jistého stadia kalcifikace
1 reverzibilni. Vitamin D se podili na kalciové homeostaze v kliCové roli, nebot’ ovliviiuje
aktivitu prokalcifikaénich (zejména skupinu enzymil pojivové tkané, tzv. matrixové
metaloproteindzy, MMP) 1 protikalcifikacnich plisobkli (proliferace bun€k hladké svaloviny
1 redukce produkti pokrocilé glykace) na cévni sténé. Mayer (2012) sumarizuje vysledky

experimentalnich 1 klinickych studii, z nichZ bylo jednoznacné prokézano, Ze snizené hladiny
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vitaminu D jsou spojeny s elevaci cirkulujicich plazmatickych MMP, zatimco dostatecna
suplementace vitaminem D vedla k jejich poklesu (Timms et al. in Mayer, 2012).

Z tuzemskych autorti je mozné zminit praci Linhartové et al. (2012, 2008). Na zakladé
prospektivni prifezové studie 223 pacientti primérného véku 70 let s diagnézou aortalni
stendzy nebo skler6zou aortalni chlopné (vznikajici na podkladé progresivni kalcifikace
chlopennich cipl s vyznamnou obstrukci transaortalniho pritoku krve) zjistili autofi studie
asociaci nizsi hladiny vitaminu D a vyssi koncentrace plazmatické iPTH. Deficit vitaminu D
(<25 nmol/1) vykazovalo 59 % probandt s dg. aortalni sten6za a 46 % probandii s dg. aortalni
skler6za, ptiCemz v obou skupindch korelovaly hladiny vitaminu D negativné s hladinou

iIPTH (Linhartova et al., 2012)

2.4.2 Hypertrofie levé komory srde¢ni

Druhou kardiologickou jednotkou, kde deficience vitaminu D, vzhledem
k patofyziologickym mechanismim, plsobi zdvazné zdravotni komplikace je v oblasti srdce
a myokardu, manifestujici se klinicky hypertrofii levé komory srde¢ni, majici vliv na jeji
funkci a v Sir§im kontextu miize ptispivat k rozvoji srde¢niho selhani (Mayer, 2012).

Podle Mayera ovliviiuje vitamin D proliferaci, morfologii i funkci kardiomyocytu
fadou mechanizmii, pii¢emz zvySena exprese MMP je spojena s remodelaci a dilataci levé
komory srdecni, kterd je asociovana také s jeji hypertrofii vedouci k postupnému srde¢nimu
selhani. Mayer (2012) sumarizuje vysledky klinickych studii, v nichz deficitni koncentrace
vitaminu D jsou pozorovany u pacientii s tézkym srde¢nim selhanim, paklize je dostatecné
saturovana hladina plazmatického vitaminu D u téchto pacientl, vykazovali tito jedinci az
0 49 % niz§i riziko mrti ¢1 nutnost srde¢ni ndhrady transplantaci (Zittermann et al. in Mayer,
2012).

I ptes urcité pochybnosti lze konstatovat, ze dostatecnd suplementace vitaminen D se
jevi jako standardni lécebné opatieni vedouci k redukci rizika rozvoje kardiovaskularnich

chorob.

2.5 VITAMIN D A NEUROLOGICKA ONEMOCNENI

Jak jiz bylo uvedeno v ¢asti pojednavajici o metabolizmu vitaminu D, je velka
pozornost soustfedéna na hypovitaminozu D v lidské populaci. Deficit vitaminu D je

studovan také u fady neurologickych onemocnéni, ptevazne u dospélé populace.
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2.5.1 Deficit vitaminu D u cerebrovaskularnich onemocnéni

Cerebrovaskularni onemocnéni (vznikajici na podkladé funkénich poruch mozkovych
cév) predstavuji jednu z necastéjSich pti¢in mortality a dlouhodobé funkéni neschopnosti
postizenych jedinct v Ceské republice (dale jen v CR). Podle statistickych udajt
cerebrovaskularni postizeni patii k tfeti nejcastéjsi pficiné nemocnosti s nutnosti hospitalizace
ve zdravotnickém zafizeni. Soucasné existuji ukazatele poukazujici na zvySeni imrtnosti pro
cévni onemocnéni mozku s nadprimérnou oSetfovaci dobou ve zdravotnickém zatizeni
(UZIS, 2013).

Cévni mozkova ptihoda (dale jen CMP, téz apoplexie, ictus) zaujimd s nejvyssi
prevalenci vyskytu nejCastéji diagnostikované postizeni mozku na vaskularnim podkladé,
znichz 80 % jde o akutni mozkové ischemie, jejichZ nejcastéjsi pfiCina je ateroskleroticka
a z 20 % ikt je hemoragickych (Seidl a Obenberger, 2004; UZIS, 2013).

Podle Polivky et al. (2012) se hypovitamindéza D podili na rozvoji iktu z né¢kolika
pfi¢in a to: arteridlni hypertenze pfedstavuje limitujici rizikovy faktor ischemickych
1 hemoragickych CMP, pticemZ podle Polivky existuje ,, ...inverzni vztah mezi hladinou
25(OH)D a hodnotami krevniho tlaku... (Polivka et al., 2012, s. 393). Sva tvrzeni odkazuje
na experimentalni analyze u zvitat 1 lidi, pfiCemz etiologicky zanétlivy podklad v manifestaci
aterosklerotického procesu rozvoje CMP je dostatetné¢ znam. S vySe uvedenym bylo
cytokinu IL-10 a soucasné snizuje hladiny prozanétlivych cytokint IL-6, IL-12 a TNF-a
(Polivka et al., 2012). Protektivni vliv vitaminu D na manifestaci aterosklerotického procesu
je tedy vazan na dostateCnou plazmatickou koncentraci vitaminu D v organismu a deficit
vitaminu D je povazovan za nezavisly rizikovy faktor ve vztahu k aterosklerdze a naslednému

rehabilitacnimu obdobi po prodélané CMP.

2.5.2 Deficit vitaminu D u roztrousené sklerozy

Roztrousend skler6za (RS) je chronické autoimunitni demyelinizacni onemocnéni na
podklad¢ destrukce myelinovych pochev nervovych vldken, u které se uplatiiuji komplexni
interakce genetického vlivu a vlivu faktor zevniho prostiedi (Seidl a Obenberger, 2004).

Pilotni studie v problematice RS velmi casto vyuzivaji stanoveni plazmatické
koncentrace vitaminu D, vystupem jsou data prezentujici hypovitaminézy D u pacientl

s Casto se opakujicimi ataky RS i u pacientll s primarn€ progresivnim pritbéhem onemocnéni
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(Polivka et al., 2012). Uskali prezentovanych dat spatiuje Polivka ve skute&nosti, kdy pacienti
s téz8im pribeéhem onemocnéni jsou imobilni a s nedostatecnou expozici slune¢nimu zafeni,
coz muze byt vysledkem vzniklého stavu hypovitamin6zy D.

Piestoze je role vitaminu D v ovlivnéni imunitniho systému neoddiskutovatelnou,
vitamin D inhibuje proliferaci T-lymfocyti a indukuje jejich apoptoézu, ¢imz pulsobi
imunosupresivnim ucinkem v etiologii rozvoje autoimunitni odpovédi organismu, je nutné

predlozit dostate¢n¢ validni data pro potvrzeni vlivu vitaminu D na vznik a prib&h RS.

2.5.3 Deficit vitaminu D u kognitivnich poruch

Kognitivni poruchy pfedstavuji heterogenni nozologické jednotky, vétSinou neznamé
etiologie se spoleCnymi rysy, které se souhrnné oznacuji jako degenerativni onemocnéni
nervového systému, charakterizované postupnym poklesem intelektu, poruchou chovani
a/nebo zmény osobnosti, ¢imZ je velmi vyrazné naruSena socialni 1 ekonomicka aktivita
postizenych jedinct. NejCastéji se jedna o rtizné typy demenci, prevazné u Alzheimerovy
choroby (Seidl a Obenberger, 2004). Soucasna strategie u kognitivnich poruch pfedstavuje
vCasnou diagnostiku neurodegenerativniho onemocnéni a ovlivnéni mozné progrese
onemocnéni vedouci k ireverzibilni ztraté neurond.

Receptory vitaminu D jsou casto =zastoupeny 1 v oblastech postizenych
neurodegenerativnim procesem (hippocampus a pfilehlé struktury mozku), ¢imz je popisovan
protektivni ucinek vitaminu D na kognitivni funkce, kde inhibuje syntézu oxidi dusiku,
reguluje enzymatické pochody v metabolizmu glutathionu a neurotrofinu a/nebo
v metabolizmu bunécného kalcia (Polivka et al., 2012). Opétovné Polivka odkazuje na
vysledky studii, kde u pacientti s poruchou kognitivni funkce byly zaznamenany nizsi hladiny
plazmatického vitaminu D ve srovnani s béZznou populaci. Tento fakt mize byt i dasledkem,
jiz zminéné, nesobéstacnosti jedince a poklesem kvality nutrice u pacientl s demenci, pfesto
dostateCna suplementace vitaminem D mize napomoci pozitivn¢ ovlivnit koincidenci

ostatnich onemocnéni u polymorbidnich pacientli s demenci.
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3 METODY STANOVENI VITAMINU D V HUMANNI MEDICINE

Problematika stanoveni vitaminu D v biologickém materialu reflektuje mnoha uskali,
prevazné analytické faze, nebot’ analytické aspekty jeho stanoveni maji piimy dopad na
interpretaci vysledkl. Zakladni ptfehled metod stanoveni vitaminu D pro klinické ucely
shrnuje kapitola 3 Metody stanoveni vitaminu D v humanni mediciné, se zaméfenim na

limitace jednotlivych principii méfeni.

3.1 IMUNOANALYTICKE METODY STANOVENI VITAMINU D

Pro stanoveni vitaminu D a jeho metaboliti v krevni cirkulaci je publikovana
a komeréné¢ dodavand fada kompetitivnich imunoanalytickych metod. Vzhledem
k dostupnosti imunoanalytickych metod predstavuji majoritni podil metod stanoveni vitaminu
D pro humanni ucely (Ong et al., 2012), pracujici na principu luminiscencni analyzy,

radioimunoanalyzy a enzymoimunoanalyzy.

3.1.1 Obecné zaklady imunoanalytickych metod

Mezi imunoanalytické metody fadime vSechny metodiky zalozené na principu
interakce antigenu a protilatky s tvorbou specifického imunokomplexu a nasledné vizualizace
a kvantifikace vzniklého produktu (Cibicek et al., 2014). Pfednosti imunoanalytickych metod
je citlivost stanoveni pohybujici se v fadu nmol/l, zpravidla bez nutnosti ptfedchozi upravy
vzorku. Rozvoj automatizovanych imunoanalytickych metod reflektuje pozadavky laboratorni
mediciny a dovoluje stanovit Siroké spektrum analyzovanych latek v jednotlivych
odbornostech zdravotni péce (Cibicek et al., 2014, Vavrova et al., 2007). Frekventované
imunoanalytické metody jsou pfevazné¢ v kompetitivnim uspofddani, pii¢emz stanoveni
vykazuji uspokojivou specificitu pro 25-OH vitamin D; 1 25-OH vitamin D, Interferujici

substance se 1i8i dle vyrobce diagnostické soupravy (Farrell et al., 2012).

3.1.2 Limitace imunoanalytickych metod

Limitujicim faktorem imunoanalytickych metod jsou fyzikdlné-chemické vlastnosti
25-OH vitaminu D — hydrofobni analyt je v krvi vazan na VDBP a generovani protilatek proti
malé antigenni molekule, je znacné sloZité (Farrell et al, 2012). Afinita vitaminu D
k vazebnému proteinu (VDBP) je znacnd, také koncentrace vazebného proteinu je vyssi nez

substratu a dosahuje plazmatickych koncentraci v umol/l (Stepman et al., 2011). Pred
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vlastnim stanovenim vitaminu D v biologickém materidlu je vyzadovano uvolnéni vitaminu D
z vazby s transportnim proteinem (inaktivace VDBP) nastavenim na potiebnou hodnotu pH
reakéni smési. Pri¢emz koncentrace transportniho proteinu se mize velmi liSit v urcitych
skupinach pacientd (zdravi jedinci, gravidni Zeny, pacienti v terminalnim stadiu selhani ledvin
apod.) — u¢innost uvolnéni vitaminu D z transportniho proteinu se tedy li§i v zavislosti na
koncentraci VDBP a pouzitém zplsobu nastaveni pH reakéni smési. Uvedené limity
imunoanalytickych metod vedou k diferencim mezi diagnostickymi soupravami rtiznych
vyrobcil (Friedecky, 2012a). Automatizované analyzy mohou vyuzivat monoklonalnich nebo
polyklonalnich protilatek proti 25-OH vitaminu D, a D; formam s rozdilnou imunoreaktivitou,
a proto imunoanalytick¢ metody tedy musi specifikovat méfenou veli¢inu, tedy sumdarni
koncentraci D2 a D3, ptipadné zkiizenou reaktivitu 3-epi-25-OH vitaminu D3 (Ong et al.,
2012).

Ostatni interferujici substance imunoanalytickych metod lze shrnout do casto se
vyskytujicich bez pifimé navaznosti na stanoveni vitaminu D. Moderni automatické
imunoanalyzy jsou Casto zatizeny zkfizenou reaktivitou, tedy interakci protilatek a antigenu,
ktery jeji tvorbu nevyvolal. Primarnim zdrojem interference mohou byt autoprotilatky
(namifené proti vlastnim strukturam) a/nebo ptitomnost heterofilnich protilatek vznikajicich
po expozici imunogentim z jinych zivociSnych druht (nejfrekventovanéjsi tzv. HAMA, mysi
protilatky), (Cibicek et al., 2014; Friedecky, 2012a). Vysledky stanoveni v piipadé
interferenci poskytuji zcela odlisné laboratorni nalezy od aktualniho klinického stavu
pacienta.

Druhym typem obecné se vyskytujici interference imunoanalytickych metod je
pritomnost tzv. Hook efektu, tedy interference samotného stanovovaného analytu
pozorovaného u siln€¢ pozitivnich vzorka sér pacienti (tedy s patologicky zvySenou
koncentraci stanovovaného analytu). Pfi tomto jevu dochdzi v reakéni smési k maximdlnimu

vyvazani protilatek na antigen a faleSné€ negativnimu vysledku testu (Cibicek et al., 2014).

3.2 SEPERACNI METODY STANOVENI VITAMINU D

Separacni techniky stanoveni vitaminu D v biologickém materidlu (zejména
kapalinova chromatografie, dale jen LC) dominuji schopnosti kvantifikovat 25-OH vitamin
D3 a 25-OH vitamin D, a realizovat stanoveni v riizném uspotadani (slozeni mobilni fize, typ

pouzitych analytickych kolon, zplisob detekce a jiné volitelné parametry). Pro laboratorni
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ucely v humanni medicin€ lze vyuzit Sirokou nabidku komeréné dodavanych diagnostickych
kitdh pro LC - chromatograficka stanoveni v rizném provedeni (predominance usporadani

s UV detekci a ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem).

3.2.1 Referen¢ni metoda LC — MS/MS

Kapalinovéd chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (dale jen LC —
MS/MS) predstavuje specifickou moznost stanoveni vitaminu D a jeho metabolitl
v biologickém materialu. Zptisob detekce umoziuje vysoce specifické stanoveni cilovych
sloucenin na zaklad¢ individudlnich molekularnich struktur. Rozvoj technologii a jejich
implementace do 1ékaiskych véd signifikantné ptispél k pokroku v mediciné (Kobold, 2012).

Pro referencni metodiku stanoveni vitaminu D v biologickém materialu byly navrzeny
dvé metody na podkladé LC-MS/MS, které paraleln¢ stanovuji 25-OH vitamin D, a 25-OH
vitamin Ds. Certifikovanymi referencnimi materialy, na kterych jsou kalibrace metod
zalozeny: SRM 972a NIST a SRM 2972 NIST (Friedecky a Vavrova, 2016). Metoda NIST
publikovana autory Tai et al. (2012), druhda GHENT kolektivem autorti Stepmana et al.
(2011). Kandidatni referenéni metody vyuzivaji isotopicky znacené wvnitini standardy
25-OH vitaminu D3 a 25-OH vitamin D, s naslednou extrakci kapalina—kapalina. Vlastni
LC-MS/MS separace probihd na reverzni fazi C;s, resp. uzitim Zorbax SB-CN
kolony v gradientovém uspotfadani (metodika GHENT) s hmotnostné spektrometrickou
detekci v pozitivnim modu v rezimu sledovani vicenasobnych piechodi (MRM), iontovy
zdroj: elektrosprej. Sledované MS/MS piechody m/z 401,3 — 159,3 (25-OH vitamin D;
a 3-epi-25-OH vitamin Ds); m/z 407,3 — 159,3 (d6-25-OH vitamin D3); m/z 413,4 — 159,4
(25-OH vitamin D;) a m/z 419,4 — 159,4 (d6-25-OH vitamin D,), (Stepman et al., 2011).

Metodika NIST probiha za izokratickych podminek separace na reverzni fazi (pouzita
analytickd kolona Zorbax SB-CN), opét v pozitivnim mddu vreZzimu sledovani
vicenasobnych prechodii (MRM), iontovy zdroj: chemicka ionizace za atmosférického tlaku.
Sledované MS/MS piechody: m/z 401 — 383 (25-OH vitamin D3); m/z 404 — 386 (d3-250H
vitamin D3); m/z 413 — 395 (25-OH vitamin D;) a m/z 416 — 398 (d3-25-OH vitamin D5);
(Taiet al., 2012).

Ob¢ metody dosahuji velmi dobrych analytickych charakteristik, vcetné vypoctu
hodnoty bias a dle odliSnych literarnich zdroji vykazuji imunoanalytické metody vyznamné

diference vii¢i navrZzenym referenénim LC-MS/MS metodam. Majoritni podil na diferencich
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je dle Friedeckého a Vavrové (2016) prisuzovan vazebnému proteinu (VDBP), jeho
koncentraci a efektivnimu zptisobu uvoliiovani vitaminu D z této vazby, ktera mize byt u

pacientli s patologickym procesem velmi rozdilna.

3.2.2 Ostatni chromatografické techniky

Ostatni chromatografické metody pracujici na principu vysokoucinné kapalinové
chromatografie (dale jen HPLC) s odliSnym zptisobem detekce Ize rovnéz vyuzit pro rutinni
méfeni vitaminu D v krevni cirkulaci. Techniky soucasné stanovuji 25-OH vitamin D3
a 25-OH vitamin D,, pfip. jeho dal§i metabolity. V inicidlni fazi je kladen diiraz na
predptipravu vzorku, ktera zahrnuje deproteinaci, extrakci a purifikaci vzorku s naslednym
délenim separovanych frakci na normalnich, resp. reverznich fazich. Detekce produktt
separace je vétSinou fotometrickd pii 255 — 265 nm, pfip. elektrochemickéd (Farrell et al.,

2012).

3.2.3 Limitace chromatografickych metod stanoveni

Chromatografické metody stanoveni se ftadi k sofistikovanym instrumentalnim
analytickym technikdm, jejichz rychlost, vysokd specificita a citlivost umoziuji kvalitativni
a predevSim kvantitativni analyzu fady biologicky vyznamnych latek v télnich tekutinach.
Limitace, zplsobujici vyrazné diference ve stanoveni vitaminu D uzitim imunochemickych
metod, nejsou u chromatografickych technik pozorovany. Urcitym omezenim je del$i Cas
analyzy a nutnd piedpiiprava vzorku pied vlastnim stanovenim. Vyuziti tandemové
hmotnostni spektrometrie, vzhledem k potizovacim i provoznim nakladiim a nutnosti erudice
interpretacniho pracovnika, je t.C. v rutinnich laboratofich zcela minimalni (Cibicek et al.,

2014; Farrell et al., 2012).
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4 EXTERNI HODNOCENI KVALITY SE ZAMERENIM NA
STANOVENI 25-OH VITAMINU D

Rozvoj technologie a pouzivani imunochemickych systému v klinickych laboratotich
zaznamenal v poslednich letech vyrazny vzestup. Divodem byla potieba provadét laboratorni
analyzy v oblasti klinické biochemie pro Siroké spektrum nabizenych parametrt s dostate¢nou
dobou odezvy a nutnosti diagnostikovat a/nebo monitorovat stav nemocného. Zaroven
s vyvojem novych instrumentalnich systému bylo potfeba monitorovat kvalitu méteni tak, aby
nedosSlo k vyraznym rozdilim mezi analytickymi systémy rozdilnych vyrobci a k poskozeni
pacienta. Kapitola 4 piinasi uceleny piehled nabizenych tuzemskych i zahrani¢nich cykla
externiho hodnoceni kvality se zaméfenim na stanoveni vitaminu D v biologickém materidlu
a soucasné ilustruje urovenn analytické kvality stanoveni 25-OH vitaminu D v ndrodnich

zdravotnickych laboratofich.

4.1 EXTERNI HODNOCENi KVALITY V CESKE REPUBLICE,
SPOLECNOST SEKK s r. o.

V zahrani¢i ma systém externiho hodnoceni kvality (dale jen EHK) dlouholetou
tradici. U€ast v programech EHK (tuzemskych a/nebo zahrani¢nich) je v soucasné dobé
vyzadovana zdravotnimi pojiStovnami, odbornymi posuzovateli certifikaCnich organa
1 samotnymi indikujicimi 1ékafi, proto implementace programtit EHK do laboratorni mediciny
je jiz rutinnim zptisobem sledovani kvality prace jednotlivych laboratofii.

V Ceské republice vznikla v roce 1995 spole¢nost SEKK spol. s r. o. se sidlem
v Pardubicich se zdkladnim cilem ,, ... poskytovat klinickym laboratorim komplexni sluzby
v oblasti externiho hodnoceni kvality, zajisténi spravné laboratorni praxe (SLP) a vzdélavani
v laboratorni mediciné...” (SEKK, 2013a, s. 1). Spole¢nost SEKK s r. 0. v souc¢asné¢ dobé
nabizi Sirokou nabidku kontrolnich cykli EHK dostatecné pokryvajici nabidku rutinné

provadénych vysetieni v laboratofich CR.

4.1.1 Hodnotici ukazatele EHK SEKK spol. s r. o.

Spole¢nost SEKK s r. 0. rozesila ucastnikim kontrolnich cykli lyofilizované vzorky
v poctu 2 (obvykle 2 odlisné koncentracni tirovné€), povinnosti ziucastnénych laboratofi je

promé&fit vzorky EHK v rutinnim provozu. Vysledky stanoveni jsou elektronicky a/nebo
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pisemné odeslany na adresu organizatora, ktery po ukonfeni daného kontrolniho cyklu
provede vyhodnoceni vSech ucastniki. VSem ucastnikim je zasldna tiSténad vysledkova
zprava, certifikat a osvédceni o ucasti. Soucasné jsou vysledky zvefejnény na webu
spole¢nosti SEKK s r.o. a to bez uvedeni konkrétnich identifika¢nich tidajt.

Souhrnné statistické vysledky jsou uvedeny pro vSechny kvantitativni vysledky i pro
jednotlivé skupiny. Pficemz skupinu je mozné definovat podle totozného principu méfent,
vyrobce pouzitych reagencii a/nebo pouzitim stejného méticitho pfistroje. Pro takto
definovanou skupinu (€etnost minimalné 5) je vypoctena cilova hodnota daného analytu
na zaklad¢é vypoctu robustniho priméru, smérodatna odchylka, varia¢ni koeficient a vypocet
dolni a horni meze na zaklad€ tolerancniho rozpéti pro jednotlivé analyty (revidovany
odbornymi spole¢nosti vzdy na konci kalenddiniho roku). Na zdklad¢ ziskanych dat je
ucastnik  vyhodnocen vramci své skupiny a provedeno celkové hodnoceni

(Gspésné/neuspesné), (SEKK, 2014a).

4.1.2 Kontrolni cyklus kostni markery

Kontrolni cyklus Kostni markery (dale jen BM — bone markers) byl zafazen
do programu EHK firmy SEKK spol. s . 0. v roce 2008, kdy prob¢hla pilotni studie a od roku
2009 byl cyklus zatazen do pravidelného programu EHK s nabizenou frekvenci 2 x ro¢né
(SEKK, 2009). Do prvniho hodnoticiho cyklu bylo zafazeno 5 parametri kostniho
metabolismu, véetné 25-OH vitaminu D. Cyklu se za¢astnilo 75 Géastnika (62 z CR a 13 ze
Slovenska), pficemz stanoveni 25-OH vitaminu D provedlo pouze 33 ucastnikd, z nichz
pouhych 21 bylo uspésnych v obou koncentracnich hladinach sledovaného analytu, coz
vyjaddieno ukazatelem relativni UspéSnosti odpovidalo 64 % (SEKK, 2009). Sumarizaci
kontrolnich cykli BM v nasledujicich letech shrnuji Tab. 4 a Tab. 5. Z nich je patrné,
ze v prubéhu let ptibyva ucastnikii provadéjicich kvantitativni stanoveni 25-OH vitaminu D,
soucasné¢ vSak reflektuje neuspokojivou analytickou kvalitu stanoveni vitaminu D. V roce
2011 byl zaznamenan pokles relativni tispéSnosti ti€astnikl kontrolniho cyklu BM a zhorSeni
reprodukovatelnosti na zdklad¢ variacniho koeficientu vSech ucastniki (SEKK, 2011a;
2011b), tento neptiznivy trend je pozorovan i v nasledujicich letech (SEKK, 2016).

Od roku 2010 byl zaznamenan zvySujici se pocet vyrobct diagnostickych souprav pro
imunochemické stanoveni 25-OH vitaminu D (SEKK, 2010a; 2010b) s pfevazujicim

vyrobcem Roche Diagnostics, ktery v soucasné dobé zcela dominuje v souhrnnych
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statistikich EKH SEKK spol. s 1. 0. V cyklu BM1/14 se zGcastnilo stanoveni 25-OH vitaminu
D celkem 103 laboratofi, z nichz 57 tc¢astnikii vyuzivd imunochemickou soupravu Roche
Diagnostics, 17 imunochemickou soupravu Abbott Laboratories, 12 imunochemickou
soupravu Siemens, 10 imunochemickou soupravu Diasorin, pouze 1 ucastnik uvedl vyuziti
separacni techniky pro stanoveni vitaminu D (SEKK, 2014b). Obdobna situace je pozorovana
v nasledujicim kontrolnim cyklu (SEKK, 2014c), ptesto v cyklu BM1/15 se diferencuje nova
skupina ucastnikti, vyuzivajici imunochemicky princip firmy Beckman Coulter a poskytujici
zcela odlisné vysledky stanoveni 25-OH vitaminu D (SEKK, 2015a). Tato skupina ucastnikii
poskytovala v nésledujicich kontrolnich cyklech zcela odlisSné hodnoty stanovené¢ho vitaminu

D (SEKK, 2015b; SEKK, 2016). Vysledky prezentuje Tab. 6.

Tab. 4 Sumarizace vysledklit EHK SEKK spol. s r. 0. pro analyt 25-OH vitamin D

Pocet Pocet Relativni Relativni
Kontrol. ucastniki uspésnych uspésnost (%) | uspéSnost bez sk.
cyklus (n) ucastniki (n) ostatni (%)
BM1/09 33 21 64 81
BM1/10 46 32 70 91
BM2/10 48 41 85 98
BM1/11 56 39 70 76
BM2/11 61 50 82 88
BM1/12 71 60 85 92
BM2/12 75 65 87 93
BM1/13 84 78 93 96
BM3/13 87 80 92 96
BM1/14 103 92 89 96
BM2/14 105 95 90 99
BM1/15 101 97 96 nehodnoceno
BM2/15 104 96 92 nehodnoceno
BM1/16 106 106 100 nehodnoceno

Zdroj: zpracovani vlastni podle SEKK spol. s r. o.
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4.1.3 Interpretace vysledkii externiho hodnoceni kvality analytu 25-OH vitaminu D

v Ceské republice

Z vysledktt EHK SEKK spol. s r. 0. jsou zfejmé systematické rozdily praiméri metod
a neexistence harmonizace mezi kalibracemi riznych vyrobci (Tab. 6). Za zcela dilezité
z pohledu standardizace méfeni 25-OH vitaminu D je podle Friedeckého (2012b) navaznost
pracovnich kalibratord rutinnich méteni na certifikovany referenéni material NIST SRM 972.
Nekteti z vyrobel diagnostik uvadéji ve svych pracovnich dokumentacich jejich pouzivani,
navzdory tomuto tvrzeni je diference mezi vyrobci diagnostik patrnd na vysledcich EHK.
Naprosto zarazejici se jevi skutecnost, ze vétSina vyrobcl diagnostickych souprav pro
kvantitativni stanoveni vitaminu D (imunochemickych i separa¢nich) vyuzivd obdobnou
definici referen¢niho rozmezi pro definovani saturace organismu vitaminem D vychazejici
z publikace National Institutes of Health (Tab. 7); (Friedecky, 2012b, NIH, 2011).

Pro ilustraci l1ze uvést ptiklad kontrolniho cyklu BM1/12, vzorek A (Tab. 6). Primérna
koncentrace ve skupiné Roche vykazovala hodnotu 34,1 nmol/l, tato hodnota je podle NIH
(2011) asociovana srozvojem sekundarni hyperparathyred6zy na podkladé insuficience
vitaminu D. Totozny vzorek ve vSech ostatnich skupindch imunochemickych metod a/nebo
ostatnich vykazoval primérné koncentrace vyssi nez 50,0 nmol/l, coz podle NIH svédci pro

dostate¢nou saturaci organismu vitaminem D (SEKK, 2012a; NIH, 2011).

4.2 ZAHRANICNI KONTROLNI CYKLY EHK

Z evropskych kontrolnich cykli zaméfenych na stanoveni koncentrace 25 - OH
vitaminu D je mozné jmenovat Instand e.V. (Diisseldorf, Némecko), DGKL RfB (Bonn,
Némecko) a DEQAS (Londyn, Velka Britanie). Zahrani¢ni organizatofi EHK nabizeji
stanoveni 25-OH vitaminu D a taktéz 1,25-(OH), vitaminu D. Instand i DGKL Rf{B nabizeji
zpracovani kontrolnich vzorkt s frekvenci 2 x ro¢né, firma DEQAS nabizi vzorky s frekvenci
5 x ro¢né s moznosti testovani 5 lyofilizovanych vzorkd a soucasného stanoveni 25-OH
vitaminu D a 1,25(OH); vitaminu D. Jako jedina ziskala ocenéni spole¢nosti CAP (College of
American Pathologists) k provadéni testli zpusobilosti a k ovétfeni analytické kvality pro
diagnostické soupravy stanoveni 25-OH vitaminu D a/nebo 1,25-(OH), vitaminu D
s navaznosti na NIST.

Zastoupeni analytickych méficich systémli v zahrani¢nich kontrolnich cyklech je

obdobnd jako v tuzemskych laboratofich (Tab. 8). Dominuji imunochemické metody
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stanoveni 25-OH vitaminu D, mezilaboratorni reprodukovatelnost se pohybuje okolo 20 %
a vykazuje setrvaly stav (SEKK, 2013c). Sumarizaci vySe uvedené¢ho vedla Friedeckého
(2012b) k hypotéze, ze ucinna standardizace vyzaduje vytvofeni referencniho méticiho
systému, sestavajici ho z mezinarodné akceptované referencni metody na bazi tandemové
hmotnostni spektrometric (LC-MS/MS) a z certifikovaného referenénitho materidlu

NIST-SRM 972.

Tab. 5 Souhrnna statistika vysledkt EHK SEKK spol. s r. o. pro analyt 25-OH vitamin D

a kvantitativni vysledky

Toleranéni Reprodukovatelnost

Kontrol. rozpéti (%) | (pramér vz. A, B; %)
cyklus

BM1/09 27 17

BM1/10 35 23

BM2/10 41 27

BM1/11 33 36

BM2/11 33 32

BM1/12 33 30

BM2/12 33 24

BM1/13 33 19

BM3/13 33 22

BM1/14 33 17

BM2/14 33 23

BM1/15 33 19

BM2/15 33 25

BM1/16 33 21

Zdroj: zpracovani vlastni podle SEKK spol. s r. 0.
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Tab. 6 Sumarizace vysledki EHK SEKK spol. sr. o. pro rizné vyrobce diagnostickych

souprav a analyt 25-OH vitamin D v nmol/l

Vyrobce Beckman
_ Cyklus Roche Abbott | Diasorin | Siemens IMD Ostatni | Coulter
BM1/11

A= 39,0 63,1 109,0 34,2 53,3 54,5 -
B= 65,0 104,0 161,0 66,7 86,5 112,0

BM2/11

A= 81,3 92,2 167,0 136,0 112,0 140,0 -
B= 135,0 146,0 2430 219,0 157,0 215,0

BM1/12

A= 34,1 56,5 54,7 56,8 66,5 58,3 -
B= 83,5 106,0 118,0 144.,0 112,0 144.,0

BM2/12

A= 139,0 170,0 199,0 201,0 160,0 200,0 -
B = 37,4 59,4 67,5 48,8 70,2 60,8

BM1/13

A= 55,0 48,1 82,5 71,2 79,9 69,0 -
B= 106,0 82,9 129,0 142,0 121,0 122,0

BM2/13

A= 108,0 81,9 1440 142,0 104,0 111,0 -
B= 55,8 49,5 86,9 74,2 81,0 67,2

BM1/14

A= 80,8 60,2 90,4 79,5 - 148,0 -
B= 47,0 37,6 57,5 46,5 - 1230

BM2/14

A= 53,0 33,1 56,3 41,5 - 129,0 -
B= 103,0 64,1 98,1 84,1 - 191,0

BM1/15

A= 39,9 41,8 54,8 47,7 - - 140
B= 78,9 71,6 92,3 90,2 - - 203
BM2/15

A= 92,3 78,4 104 92,1 - - 213
B= 43,2 44,7 67,8 46,9 - - 144
BM1/16

A= 90,8 104 127 94,9 - - 247
B= 47,4 56,8 74,6 54,8 - - 164

Zdroj: zpracovani vlastni podle SEKK spol. s r. 0.

7 Skupina nehodnocena, poet ucastnikii n=4 (pro hodnoceni nutno splnit podminku n=5). Nové vytvofena

skupina pro uzivatelé imunochemické soupravy Beckman Coulter, n=6.
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Tab. 7 Hodnoceni stavu saturace organismu podle koncentrace 25-OH vitaminu D

Koncentrace 25-OH vitaminu D
(nmol/l)

Stav organismu

<30,0

deficit vitaminu D

30-50

insuficience (nedostate¢ny piivod), rozvoj
sekundarni hyperparathyre6zy

> 50,0 (n€ktefi autoti uvadéji hodnotu
75,0)

dostateéna saturace

> 125,0 (n€kteti autofi uvadéji hodnotu
250)

potencialné toxické koncentrace

Zdroj: zpracovani vlastni podle NIH, 2011.

Tab. 8 Zahrani¢ni kontrolni cyklus DEQAS pro analyt 25-OH vitamin D, ptehled celkovych

mezilaboratornich reprodukovatelnosti

Cas/oznaceni | No. 451 | No. 452 | No. 453 | No. 454 No. 455 | Poéet n/LLC
04/2014 16,4 % 15,5 % 13,0 % 15,6 % 15,8 % 998/181
07/2014 15,3 % 18,4 % 14,3 % 11,1 % 19,8 % 989/179
10/2014 12,2 % 12,3 % 11,4 % 13,8 % 31,4 % 977/180
01/2015 12,4 % 16,6 % 16,4 % 12,8 % 14,4 % 976/185

Zdroj: zpracovani vlastni podle DEQAS
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5 EXPERIMENTALNI CAST

Kapitola 5 sumarizuje stru¢ny popis pouzitych metod stanoveni i diagnostickych
souprav, charakteristiku vyzkumného Setfeni a testovaného souboru, vetné piistrojového

vybaveni.

5.1 CiL EXPERIMENTALNIHO VYZKUMU

Cilem ptfedkladané prace bylo zjisténi souasného stavu urovné analytické kvality tii
rozdilnych metod stanoveni 25-OH vitaminu D vséru a/nebo plazmé pomoci dvou
imunochemickych metod stanoveni vyuzitim inovované diagnostické soupravy firmy Roche
(Némecko), Abbott (Némecko) a kvantitativni stanoveni 25-OH Vitaminu D,/Ds; pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekei a pouzitim diagnostického kitu

firmy Recipe (Némecko).

5.2 CHARAKTERISTIKA TESTOVANEHO SOUBORU

Do studie bylo celkem zatazeno 60 rutinnich vzorkt pacientti Diagnostické laboratote
Spadia Lab, Ostrava bez blizsi specifikace, u kterych bylo lékafem indikovano stanoveni
25-OH vitaminu D. Pfijem biologického materialu proveden ve stejném ro¢nim obdobi
(listopad, prosinec). Primérny veék vySetiované skupiny 56 let, s extrémy 15 a 85 let.
Z testovan¢ho souboru bylo 5 probandii vylouceno pro nedostatek biologického materialu.
Vstupnim kritériem pro zafazeni do souboru bylo splnéni podminky suspektni insuficience

vitaminu D nebo dostateé¢né saturace vitaminem D.
5.3 PRACOVNI POSTUP

5.3.1 Zpracovani vzorku biologického materialu

Pted odbery periferni Zilni krve nebylo potieba dodrzet Zadné specialni dietni opatieni.
Biologicky material byl odebran do vakuovych zkumavek s akceleratorem hemokoagulace
a takto transportovan do laboratofe. Krev byla po pifijmu biologického materidlu
a doprovodné dokumentace centrifugovana 10 minut pii 4000 ot/min. Ziskané sérum bylo
v den piijeti biologického materidlu a po ukonceni analyz alikvotovdno a uchovavano pfi
teploté — 20 °C pro testovaci ucely do ukonceni vyzkumného zdmeéru. Stabilita uskladnéného

séra je uvadéna 3 dny pii 18-26 °C, 3 dny pfii 2-8 °C a 1 rok pii — 20 °C (Vavrova et al,,
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2007). Pied analyzou bylo sérum temperovano na laboratorni teplotu, dikladné¢ promichano
a centrifugovano, tepelnd inaktivace séru neprovedena. Ve vSech vzorcich byl vySetfen
25-OH vitamin D s pouzitim nové vyvinuté diagnostické soupravy Elecsys Vitamin D total
(Roche Diagnostics, Némecko), 25-OH Vitamin D (Abbott Laboratories, Némecko)
a soucasné provedeno kvantitativni stanoveni 25-OH Vitaminu D,/D3; pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV/VIS detekei (Recipe Chemicals + Instruments, Némecko).
Pouzité postupy byly v souladu s etickymi standardy a s Helsinskou deklaraci

z roku 1975, ve znéni revize z roku 1983 (Zadak et al., 2011).

5.3.2 Pristroje, vypocetni technika a pomicky

e kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity,

e imunochemicky analyzator ELECSYS e411 (Roche),
e imunochemicky analyzator ARCHITECT 12000 SR (Abbott),
e centrifuga Eppendorf 5702,

e d¢lend pipeta 2 ml,

e automaticka pipeta jednokanalova 100 - 1000 pul,

e d¢lena pipeta 5 ml,

e d¢lena pipeta 10 ml,

e Spicky do automatickych pipet,

e hitachi mikrozkumavky,

e latexové bezprasné rukavice,

e kontejnery na infek¢ni odpad.

5.3.3 Pouzité reagencie

e Elecsys Vitamin D total (Roche Diagnostics), kat.¢. 05894913, 1 x 100 testi,

e Elecsys Vitamin D total CalSet (Roche Diagnostics), kat.¢. 05894921, 2 x (2 x 1,0 ml),

e Elecsys PreciControl Varia (Roche Diagnostics), kat.¢. 05618860, 2 x (2 x 3,0 ml),

e C(ClinRep Complete Kit 25-OH Vitamin D2/D3 (Recipe Chemicals + Instruments),
kat.¢. 3500, 1 x 100 testq,

e C(ClinChek Controls (Recipe Chemicals + Instruments), kat.¢. 35082, 2 x 5 x 2,0 ml,

e 25-OH Vitamin D (Abbott Laboratories), kat.¢. 3L52, 1 x 100 test,

e 25-OH Vitamin D Controls (Abbott Laboratories), kat.¢. 3L52-10, 3 x 8,0 ml,
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e 25-OH Vitamin D Calibrators (Abbott Laboratories), kat.¢. 3L.52-01, 6 x 4,0 ml,
e piislusenstvi pro analyzatory Cobas e411, Architect 20001 SR,

e (destilovana voda.

5.3.4 Elecsys Vitamin D total (Roche)

Souprava Elecsys Vitamin D total (Roche) vyuziva kompetitivniho stanoveni vitaminu
D vazajiciho proteinu (VDBP) a vitaminu D z pacientskych sér. Princip metody neni zalozen
na reakci polyklondlnich nebo monoklondlnich protilatek se svym antigenem, nybrZz na
specifické interakci VDBP s vitaminem D. Iniciaénim krokem stanoveni je denaturace VDBP
vkrvi a nasledné ptidavek VDBP znafené¢ho rutheniem zreakéni smési. Dochazi ke
specifické vazbé vitaminu D z pacientskych sér se znacenym VDBP. K vzniklému komplexu
je pridan biotinem znaceny vitamin D, v reakéni smési dochazi ke kompetitivnimu procesu
stanovovaného vitaminu D se znaCenym vitaminem D. Cely komplex je ndsledné navazan na
pevnou fazi magnetické mikrocastice prostiednictvim vazby biotinu a streptavidinu. Detekce
prubéhu analytické reakce probiha pomoci elektrochemiluminiscence (Obr. 4).
Charakteristiku metody sumarizuje Tab. 9. Vyrobce deklaruje standardizaci metody pomoci
referenni tandemové hmotnostni spektrometrie LC-MS/MS s navaznosti na referencni
material SRM 972 Vitamin D (NIST, 2014) a z firemni dokumentace je ziejma definice
stanovovaného analytu jako suma 25-OH vitaminu D, a 25-OH vitaminu Dj; s celkovou
délkou stanoveni 27 minut. Diagnostickd souprava je urcena pro pouziti na imunochemickych
analyzatorech Elecsys a Cobas e (oboji Roche) a dosahuje velmi uspokojivych analytickych
charakteristik (dle firemni dokumentace). Ke kalibraci byl vyuzit firemné dodavany kalibrator
Vitamin D total CalSet, kontrola kvality byla provadéna pomoci PreciControl Varia na dvou
koncentrac¢nich urovnich (Roche). Podle firemni dokumentace doporucuje vyrobce realizovat
kalibraci metody ve frekvenci 1 x 28 dnli pii pouzivani stejné Sarze reagencii, 1 x 7 dnl pfi
pouzivani identické soupravy v analyzdtoru a/nebo dle potieby podle vychyleni v procesu
interni kontroly kvality.

Interferenci stanoveni lze podle vyrobce zaznamenat u vzorkil vykazujici hemolyzu,
kdy koncentrace hemoglobinu > 1,24 mmol/l mizZe zpusobit faleSnou elevaci hodnot 25-OH
vitaminu D. Stanoveni vSak nejevi znaky interference v piipadé vzorkl ikterickych,
lipemickych a s ptidavkem biotinu. V panelu bézn€ dostupnych 1é¢iv nebyla zaznamenana

zadna interference pfti terapeutickych koncentracich medikamentli, pouze ve velmi vzacnych
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ptipadech je mozné pozorovat interferenci pii stanoveni zpusobenou velmi vysokou
koncentraci protilatek proti analyt-specifickym protilatkdm, streptavidinu a rutheinu (Vitamin

D total, Roche Diagnostics, 2011-10, V3, CZ).

Obr. 4 Princip stanoveni Vitamin D total (Roche)

Competitive protein binding assay detecting 25-0H Vitamin D2 and D3

Natural VDEP Denaturated VDBP

Pratroatmant +RAuthenylated- C +25(0H)D-BI 01_}'
BT 1|.-'IIZIEIF FQ,{,
o = &
Sample, PT1 R1, amin R2, Beads, amin
PT2, 9min

VDBP = Vitamin D binding protein Ruthenylated VOBP 25(0HD-Bl=
PT1. PT2=pre-treatmant componeants biotinylated vitamin D|
[25-0H)

Zdroj: firemni dokumentace Roche Diagnostics Ltd.

Tab. 9 Analytické charakteristiky soupravy pro stanoveni celkového vitaminu D (Roche

Diagnostics)

Parametr

Celkovy cas stanoveni (min) 27

Specifikace biologického materialu sérum, plazma

Objem vzorku (ul) 15

Limit detekce (nmol/l) 7,5

Limit kvantifikace (nmol/l) 22,5

Meéfici rozsah (nmol/1) 7,5-175

Standardizace LC-MS/MS standardizované s NIST
Analyticka specificnost vitamin Ds: 100 %; vitamin D»: 92 %
Referencni rozmezi podle vyrobce (nmol/l) | 13,2 - 118

Zdroj: zpracovani vlastni podle Roche Diagnostics

Veskeré reagencie, které nebyly pfipraveny k pfimému pouZiti, byly pfipraveny podle pokyni
vyrobce diagnostické soupravy, véetné podminek uskladnéni. Diagnosticka souprava byla po
vloZeni a nateni metodiky v analyzatoru kalibrovana a uspéSnost kalibrace verifikovana

pouzitim firemniho kontrolniho materidlu na dvou koncentra¢nich trovnich. Pfi uspokojivé
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odezvé v procesu interni kontroly kvality nasledovalo stanoveni vzorkt testovaného souboru.
Vysledky kvantitativniho stanoveni Vitamin D total jsou automaticky méfeny softwarem
Elecsys e411 s porovnanim elektrochemiluminiscencniho signalu ziskaného ze vzorku

s hodnotou ziskanou kalibraci metod.
5.3.5 25-OH Vitamin D (Abbott)

Diagnosticka souprava 25-OH Vitamin D (Abbott Laboratories) je urena pro
kvantitativni stanoveni 25-OH vitaminu D v séru a/nebo plazmé na systémech Architect 11000
SR, 12000 SR a 14000 SR (Abbott). Souprava vyuziva kompetitivniho stanoveni, pfi¢emz
v inicialni fazi je ke vzorku biologického materialu ptfidan fedici roztok a paramagnetické
mikro¢astice potazené ovEimi polyklondlnimi protilatkami (IgG) proti vitaminu D.
Ke vzniklému komplexu je pfidan biotinem znaceny vitamin D a konjugat anti-biotin znaceny
akridiniem, ktery se navaze na neobsazend vazebna mista protildtek proti vitaminu D na
mikrocasticich. V reakéni smési dochazi ke kompetitivnimu procesu stanovovaného vitaminu
D se znaenym vitaminem D. Po promyti se k reakéni smési doplni roztoky
Pre-Trigger a Trigger (pfisluSenstvi pro analyzatory Architect, Abbott). Detekce prib&hu
analytické reakce probihd pomoci chemiluminiscence, pfi¢emz koncentrace 25-OH vitaminu

D ve vzorku je nepifimo umeérna signalu v jednotkach RLU.

Tab. 10 Analytické charakteristiky soupravy pro stanoveni 25-OH vitaminu D (Abbott)

Parametr

Celkovy cas stanoveni (min)

36

Specifikace biologického materialu

sérum, plazma

Objem vzorku (ul) 20
Limit detekce (nmol/l) 7,75
Limit kvantifikace (nmol/l) 20
Meéfici rozsah (nmol/1) 20 - 400

Standardizace

LC-MS/MS standardizované s NIST

Analyticka specificnost

25-OH vitamin Ds: 105 %; 25-OH vitamin
Dy: 52 %; 24,25-(OH), vitamin Ds: 112 %

Referen¢ni rozmezi podle vyrobce (nmol/I)

23,7-138,5

Zdroj: zpracovani vlastni podle Abbott Laboratories
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Strucnou charakteristiku metodiky Abbott Laboratories sumarizuje Tab. 10. Kalibrace
metody byla provedena firemnim kalibratorem Architect 25-OH Vitamin D Calibrators
(Abbott) o Sesti odlisnych koncentracich. Vyrobce doporucuje dle své firemni dokumentace
realizovat kalibraci metody ve frekvenci 1 x 7 dni a/nebo dle potieby podle vychyleni
v procesu interni kontroly kvality. Tato byla provedena pomoci Architect 25-OH Vitamin D
Controls na tfech koncentra¢nich Grovnich. Po verifikaci procesu bylo provedeno stanoveni
vzorkil z testovaného souboru. Vysledky kvantitativniho stanoveni 25-OH vitaminu D jsou
automaticky méteny softwarem Architect 2000 SR s porovnanim chemiluminiscen¢niho
signalu ziskaného ze vzorku s hodnotou ziskanou kalibraci metody.

Firma Abbott uvadi z interferujicich substanci heterofilni protilatky v krevni cirkulaci,
taktéZz biologicky material obsahujici anti-mysi monoklonalni protilatky (HAMA), ptipadné
vzorky silné¢ hemolytické mohou vykazovat odchylky ve stanoveni. Z panelu bézné
dostupnych IéCiv nebyla pozorovana vyraznd interference pii stanoveni, vyrobce rovnéz
nedoporucuje stanovovat 25-OH vitamin D od kadaverdznich darca® (25-OH Vitamin D,

Abbott Laboratories, 2010-10, EN).

5.3.6 25-OH Vitamin D,/D; (Recipe)

HPLC analyza byla provedena na systému Agilent 1260 Infinity. Byly pouzity firemni
mobilni faze, reagencie a analyticka kolona, které jsou soucasti kitu firmy Recipe (Némecko).
Kolona pracovala izokraticky pfi teploté 35 °C s ndslednou UV/VIS detekci (vinova délka
264 nm), prutok mobilni faze ¢inil 1,0 ml/min. Vzorek byl pfed analyzou precipitovan,
nasledn¢ s pridavkem interniho standardu dikladn€¢ promichdn, centrifugovan a 50 pl
supernatantu bylo pouzito k nasttiku do HPLC systému. Celkova doba analyzy byla 10 minut.
Integrace separovanych frakci a jejich naslednd kvantifikace probihala pomoci softwaru
ChemStation. K vyhodnoceni bylo pouZito souctu 25-OH vitaminu D, a 25-OH vitaminu Ds.

Veskeré reagencie, které nebyly ptfipraveny k pfimému pouziti, byly ptipraveny podle
pokynti vyrobce diagnostického kitu, vcéetné podminek uskladnéni. Kalibrace metody byla
provedena firemnim kalibratorem s definovanou koncentraci 25-OH vitaminu D, a 25-OH
vitaminu Dj s kazdou sérii méfenych vzorki. Uspésnost kalibrace byla ovéfena interni

kontrolou kvality (Recipe) na dvou koncentra¢nich hladinach. Zdznamy z analyz standardu

¥ Vzorek biologického materidlu pochéazejici od zemielého lovéka.
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a kontrolnich materialii ilustruji Obr. 5, 6 a 7. Souhrnné tdaje o HPLC metodé€, véetné
uvedeni retencnich ¢ast (dale jen RT) sumarizuje Tab. 11.

Zakladni analytické charakteristiky dle firemni dokumentace poskytuji velmi
uspokojivé vysledky pro opakovatelnost (3 analytické série, 8 méfeni; CV min. 0,9 % 25-OH
vitamin D,, CV max. 4,8 % 25-OH vitamin D,, CV min. 0,7 % 25-OH vitamin D3, CV max.
4,9 % 25-OH vitamin D3) a mezilehlou preciznost (6 analytickych sérii, méteni v dubletu; CV
3,0 —4,9 % 25-OH vitamin D,, CV 3,1 — 4,7 % 25-OH vitamin D).

Vzhledem k chromatografickému principu stanoveni l1ze pfedpokladat minimalni vliv
interferujicich latek, coz reflektuje skutecnost, ze vyrobce diagnostického kitu neuvadi ve své
firemni dokumentaci potencidlni zdroje variability a/nebo zktizené reaktivity méteni (HPLC

Complete Kit 25-OH vitamin D,/Dj in plasma and serum, 2010-12, V3, EN).

Tab. 11 Analytické charakteristiky soupravy pro stanoveni 25-OH vitaminu D,/D; (Recipe)

Parametr

Celkovy cas stanoveni (min) 10

Specifikace biologického materialu sérum, plazma

Objem vzorku (ul) 400

Limit detekce (nmol/l) 2,7 (Dy), 2,5 (D)

Limit kvantifikace (nmol/l) 7,3 (D»); 6,5 (D3)

Linearita (nmol/l) 7,3 —1210 (D»); 6,5 — 1250 (D)

RT (min) 5,83 (D3), 6,64 (D»), 7,45 (IS)
Standardizace neni piesné specifikovano

Analyticka specifi¢nost vitamin Ds: 100 %; vitamin D,: 100 %
Referencni rozmezi podle vyrobce (nmol/1) 50 — 175 (platné pro 25-OH vitamin D)

Zdroj: zpracovani vlastni podle Recipe
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Obr. 5 Chromatogram kalibratoru firmy Recipe

WG A, Wave length=264 nm (4ITAMIN DWITAMIN D 2011-04-10 12-43-361001-0104.0)
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Obr. 6 Chromatogram kontrolniho materialu firmy Recipe (koncentra¢ni hladina 1)
_ VWD A, Wavelength=264 nm (VITAMIN DIWVITAMIN D 2011-0d-19 12.43-36W002-0201.0)
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Obr. 7 Chromatogram kontrolniho materialu firmy Recipe (koncentracni hladina 2)

MWD 1 A, iavelength=264 nm (ATAMIN DWITAMIN D 2011-04-19 12-43-36¥003-0301.0)
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6 VYSLEDKY VYZKUMNEHO SETRENI

Kapitola 6 ptindsi uceleny piehled vyzkumného Setfeni, véetné individualnich
sumarnich statistik jednotlivych diagnostickych souprav pro kvantitativni stanoveni 25-OH
vitaminu D v séru a/nebo plazmé. Vysledky vyzkumného Setfeni byly zpracovany souhrnné
pro vSechny testované diagnostické soupravy, jejiz vysledky sumarizuje Tab. 12 (v ptipadé

chromatografické analyzy je uvedena sumarni koncentrace D, a D3 25-OH vitaminu D).

Tab. 12 Vysledky kvantitativniho stanoveni 25-OH vitaminu D pomoci tii diagnostickych

souprav v nmol/l

¢.vz. CMIA HPLC ECLIA é.ovz. CMIA HPLC ECLIA
1 71 60,2 64,7 29 106,2 115,9 111,8
2 50 74,6 61,3 30 99,3 110 94,8
3 74,9 55,1 60 31 353 42,3 26,8
4 40,9 73,4 69,3 32 51,5 60,4 37,1
5 42,8 432 47,7 33 70,5 71,8 58,9
6 60,6 67,1 54,2 34 47,6 76,9 46,4
7 135,1 138,9 121 35 70 85,6 64,3
8 30,2 31,1 29,2 36 59,1 62,1 46,1
9 84,1 91 64,5 37 77,6 68,4 49,7
10 55,2 56,9 353 38 45 52,7 338
11 47,2 43,5 47,5 39 35,6 51,8 36
12 74,1 55,1 48,8 40 61,9 71,5 59,2
13 79,8 100,2 79,7 41 56,9 60 38,8
14 34,5 33,8 30,3 42 41,9 58,7 31,1
15 52,2 77 63,5 43 58,7 75,6 41,9
16 49.4 52,2 41,1 44 74,5 89,1 64,3
17 304 47,7 33,1 45 31,7 49,7 26,4
18 50,6 47,1 40,7 46 67,6 82,2 53,6
19 63 90,7 70,4 47 332 26,2 17,9
20 68,2 65,4 64,8 48 64,6 66,5 45,5
21 140,6 151,4 102 49 62,5 68,6 348
22 82,3 77,8 112,5 50 43 43,9 47,6
23 101,7 135,7 131 51 22,8 27,2 14,1
24 118,1 178,5 154,6 52 55 67,2 40,3
25 83,8 117,5 105,6 53 59,2 53,5 41,5
26 80,3 94,6 93,5 54 23,9 38,5 19,5
27 84 113 99,8 55 59,6 87,6 60,8
28 43,6 93,4 102,5

Legenda: CMIA — imunochemické stanoveni, Abbott Laboratories

ECLIA — imunochemické stanoveni, Roche Diagnostics
HPLC - separa¢ni metoda, Recipe
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Namétend data byla statisticky zpracovana promoci softwaru MedCalc verze 15.2.1 (Belgie).
Nejprve byly hodnoceny sumérni statistiky testovaného souboru pro vSechny pouzité
metodiky a reagencni soupravy. Nasledné byly porovnavany hodnoty 25-OH vitaminu D
méfené¢ho imunochemicky s hodnotami 25-OH vitaminu D stanovovaného chromatograficky.
Kone¢nym krokem bylo porovnani obou imunochemickych metod stanoveni 25-OH vitaminu
D. Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdili primérti naméfenych hodnot v jednotlivych
skupinach byl pouzit Bland-Altmantiv rozdilovy graf, neparametricka regrese dle Passing
Babloka a korelaéni koeficient. Statistickd vyznamnost p byla hodnocena dle Wilcoxonova

testu na zvolené hladin€ vyznamnosti.

6.1 ELECSYS VITAMIN D TOTAL (ROCHE DIAGNOSTICS, ECLIA)

Tab. 13 Sumdrni statistika stanoveni 25-OH vitaminu D (Roche, ECLIA)

Parametr

Velikost souboru 55

Priimérna koncentrace (nmol/l) 59,5

Median koncentrace (nmol/1) 49,7

Nejnizsi koncentrace (nmol/I) 14,1

Nejvyssi koncentrace (nmol/1) 154,6

Graf 1 RozloZeni ¢etnosti koncentraci pro soubor Roche, ECLIA

Histogram - vitamin D total (Roche, ECLIA)
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6.2 25-OH VITAMIN D,/D; (RECIPE, HPLC)

Tab. 14 Sumarni statistika stanoveni 25-OH vitaminu D (Recipe, HPLC)

Parametr

Velikost souboru 55

Primérna koncentrace (nmol/l) | 73,4

Median koncentrace (nmol/l) 67,2

Nejnizsi koncentrace (nmol/1) 26,2

Nejvyssi koncentrace (nmol/1) 178,5

Graf 2 RozlozZeni ¢etnosti koncentraci pro soubor Recipe, HPLC

Histogram - vitamin D2/D3 (Recipe, HPLC)
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6.3 25-OH VITAMIN D (ABBOTT, CMIA)

Tab. 15 Sumarni statistika stanoveni 25-OH vitaminu D (Abbott, CMIA)

Parametr

Velikost souboru 55

Primérnd koncentrace (nmol/l) | 62,6

Median koncentrace (nmol/1) 59,2

Nejniz$i koncentrace (nmol/1) 22,8

Nejvyssi koncentrace (nmol/l) 140,6
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Graf 3 RozloZeni ¢etnosti koncentraci pro soubor Abbott, CMIA

Histogram - vitamin D total (Abbott, CMIA)

12F

10 -

8

6

M I B

0 L 1 1 L 1 1 I-I I-I I-I-
40 60 80

O 1
20 100 120 140
koncentrace (nmol/l)

N
I

6.4 KORELACE METOD STANOVENI 25-OH VITAMINU D

6.4.1 Korelace imunochemické metody stanoveni 25-OH vitaminu D (Roche, ECLIA)
a chromatografické metody (Recipe, HPLC)

Ciselné vyjadieni vysledkd stanoveni a porovnani metod 25-OH vitaminu D pouZitim
imunoanalytické metody Elecsys Vitamin D (Roche) a chromatografické metody (Recipe)
bylo provedeno Passing Bablok linearni regresi. Vysledky Passing Bablokovy regrese ukazuji
vyznamnéjSi rozdil prevazné se vzristajici koncentraci 25-OH vitaminu D v biologickém
materialu. Ciselné vyjadieni regrese prezentuje Graf 4. Interval spolehlivosti (95 % CI)
smérnice (slope) zahrnoval jedni¢ku a interval spolehlivosti (95 % CI) useku regresni piimky
(intercept) na ose y neobsahoval nulu, z toho vyplyva, ze vysledky kvantitativniho stanoveni
jsou systematicky posunuty. Zavéry Passing Bablokovy regrese kopiruje rozdilovy graf
Bland-Altmaniiv, kde je patrna zavislost rozdili vysledki obou pouZzitych metod. S rostouci
koncentraci 25-OH vitaminu D vkrvi se rozdily vysledki mezi imunoanalytickym
a chromatografickym principem stanoveni zvySovaly. Primérna diference Cinila + 13,9 nmol/I

a v intervalu 1,96 SD je patrny rozptyl hodnot (Graf'5).
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Graf 4 Srovnani metod stanoveni 25-OH Vitamin D,/D3; HPLC (Recipe) a Elecsys Vitamin D

total (Roche) pomoci Passing-Bablokovy regrese

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0]

<1 L L

50 100 150
ECLIA_Roche (nmol/l)

Rovnice regresni ptimky: HPLC = 13,75 + 1,026 . ECLIA

Interval spolehlivosti smérnice: (0,9161 —1,1627)

Interval spolehlivosti interceptu: (5,3884 — 19, 8697)

Korela¢ni koeficient: 0,908

p: <0,001

200

Graf 5 Srovnani metod stanoveni 25-OH Vitamin D,/D; HPLC (Recipe) a Elecsys Vitamin D

total (Roche) pomoci Bland — Altman analyzy
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6.4.2 Korelace imunochemické metody stanoveni 25-OH vitaminu D (Abbott, CMIA)
a chromatografické metody (Recipe, HPLC)

Korelace imunoanalytické metody stanoveni 25-OH vitaminu D vyuzitim metody
CMIA (Abbott) a chromatografického stanoveni (Recipe) pomoci linearni regrese dle Passing
Babloka poskytla obdobné zavéry jako piedchazejici srovnavaci studie. Interval spolehlivosti
(95 %) smérnice nezahrnuje jednicku a interval spolehlivosti (95 %) tseku regresni pfimky na
ose y obsahuje nulu (Graf 6). Zavéry Passing Bablokovy regrese kopiruje rozdilovy graf
Bland-Altmantv, kde je patrna zavislost rozdila vysledki obou pouZzitych metod. S rostouci
koncentraci 25-OH vitaminu D vkrvi se rozdily vysledki mezi imunoanalytickym
a chromatografickym principem stanoveni zvySovaly. Jednotlivé rozdily jsou statisticky
vyznamné dle hodnoty vyznamnosti p korelaéniho koeficientu. Primérna diference Cinila

+ 10,8 nmol/l a v intervalu 1,96 SD je patrny rozptyl hodnot (Graf 7).

Graf 6 Srovnani metod stanoveni 25-OH Vitamin D,/D; HPLC (Recipe) a 25-OH Vitamin D
(Abbott) pomoci Passing-Bablokovy regrese
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p: <0,001
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Graf 7 Srovnani metod stanoveni 25-OH Vitamin D,/D; HPLC (Recipe) a 25-OH Vitamin D
(Abbott) pomoci Bland — Altman analyzy
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6.4.3 Korelace imunochemickych metod stanoveni 25-OH vitaminu D Abbott, CMIA
a Roche, ECLIA

Porovnanim dvou metod stanoveni 25-OH vitaminu D s vyuzitim imunoanalytického
principu byl o¢ekdvan nevyznamny rozdil mezi metodami. Vzhledem k aspektiim uvedenym
v kapitole 4 Externi hodnoceni kvality se zaméfenim na stanoveni vitaminu D, vSak metody
poskytly uspokojivé vysledky. Zavéry Passingovy Bablokovy regrese signalizuji mensi shodu
vysledkti imunoanalytického stanoveni 25-OH vitaminu D zanalyzatori Elecsys
a Architect, a to zejména v oblasti koncentraci > 70,0 nmol/l (Graf 8). Interval spolehlivosti
(95 % CI) smérnice zahrnuje 1 a interval spolehlivosti (95 % CI) useku na ose y neobsahuje
trend, kdy modra c¢ara imituje regresni ptimku, od niZ se nepatrné odchyluje pferusovand ¢ara
shody. Bland — Altmantlv rozdilovy graf nevykazuje dobrou shodu vysledkl stanoveni obou
imunoanalytickych metod pii vySSich koncentracich 25-OH vitaminu D v krvi. Primérna
diference Cinila pouze + 3,1 nmol/l, ale v intervalu 1,96 SD je patrny rozptyl hodnot (Graf 9).
Korelace imunoanalytickych metod poskytuje zajimavé zjisténi. Metoda 25-OH vitamin D
(Abbott) vykazuje vys$i naméfené hodnoty vitaminu D oproti Vitamin D total (Roche)

v oblasti koncentraci < 70,0 nmol/l a naopak, metodika Roche poskytuje pifi vysSich
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koncentracich vitaminu D v krevni cirkulaci vy$$i vysledky. Vzhledem k velikosti

testovaného soubory, nelze vysledky Setfeni obecné implementovat.

Graf 8 Srovnani imunochemickych metod stanoveni 25-OH Vitamin D total Roche a Abbott

pomoci Passing-Bablokovy regrese
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Graf 9 Srovnani imunochemickych metod stanoveni 25-OH Vitamin D total Roche a Abbott

pomoci Bland — Altman analyzy
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7 DISKUSE

Cilem prace bylo zjistit Groven analytické¢ kvality méfeni v podminkach privatni
klinické laboratote pro kvantitativni stanoveni 25-OH vitaminu D v biologickém materialu.
Ukazatelem trovné analytické kvality stanoveni slouzily tfi diagnostické soupravy odliSnych
vyrobcll pro stanoveni 25-OH vitaminu D v séru a/nebo plazmé, dva pracujici na principu
imunochemického stanoveni (Roche Diagnostics, Abbott Laboratories) a jednoho pracujiciho
na separac¢nim principu (Recipe).

Koncentrace vitaminu D ve vSech analyzovanych vzorcich séra se pohybovaly
v rozsahu kalibra¢nich kiivek. Ke kalibraci metod slouzily firemni kalibratory a kalibrace
probéhly podle doporuceni vyrobcti diagnostickych souprav. Kalibrace byla provedena vzdy
pfi zméné SarZe reagencii a/nebo pii nevyhovujici odezvé v procesu interni kontroly kvality.
K ovéfeni spravnosti metody byl pouzit firemni kontrolni material na dvou, popf. tfech
koncentracnich hladinach. Deklarované hodnoty firemnich kontrol byly vyznaceny
v piibalovém letdku a automaticky nebo manudlné¢ zadané do softwaru ptislusného
analyzatoru. Kontrola kvality byla stanovovana denné¢, vzdy na pocatku dne, pfi vymené
reagencii a po servisnim zasahu. Vysledky kvantitativniho stanoveni 25-OH vitaminu D byly
automaticky meéfeny softwarem ptisluSného analyzatoru porovnanim sledované¢ho signalu
ziskaného ze vzorku s hodnotou ziskanou kalibraci metod.

Vysledky vSech stanoveni prezentuje Tab. 12. Tabulky 13, 14 a 15 uvadi zékladni
statistick¢é ukazatele pro vysledky ziskané¢ rozdilnymi diagnostickymi soupravami pro
stanoveni 25-OH vitaminu D v biologickém materialu pro klinické ucely. Z nich jsou patrné
rozdily v nalezenych koncentracich, danych primérnou hodnotou a/nebo medianem v nmol/l.
imunochemicky princip stanoveni (Tab. 13), naopak nejvyssi vysledky poskytovala separacni
metoda — Recipe (Tab. 14).

Vysledky srovnani jsou prezentovany formou grafii, které poskytuji vhodnéjsi nastroj
pro interpretaci statistickych dat (Graf 1-9), kde jsou aplikovany parové porovnani dvou
vybért regresni analyzou a parové porovnani dvou vybérii pomoci Bland-Altmanovych grafi,
statistickd vyznamnost p byla hodnocena podle Wilcoxonova testu (Hendl, 2009; Zvarova,
2011). Vysledky linearni korelace (Passing Bablok) obou imunochemickych metod vs.
separacni stanoveni vykazuji uspokojivou linedrni zavislost r = 0,908 (ECLIA vs. HPLC),

resp. r = 0,874 (CMIA vs. HPLC), ale diferen¢ni grafy dle Bland-Altman analyzy vykazovaly
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vyraznou prumérnou diferenci + 13,9 nmol/l (ECLIA vs. HLPC), piip. + 10,8 nmol/l (CMIA
vs. HPLC. Jednotlivé rozdily vykazuji proporcionalni chybu, kterd je statisticky vyznamna dle
hodnoty p. Korelace dvou imunochemickych diagnostickych souprav rozdilnych vyrobct
neposkytla zcela uspokojivé vysledky, linedrni korelace mirné uspokojiva r = 0,825, piesto
diferen¢ni graf dle Bland-Altman analyzy vykazoval nevyraznou primérnou diferenci + 3,1
nmol/l a rozptyl hodnot v intervalu 1,96 SD pfi vysSich koncentracich 25-OH vitaminu D.
Tento efekt byl také pozorovan u dvou ptedchazejicich skupin.

Interpretace naméfenych dat testovaného souboru neni zcela jednoducha.
Nezanedbatelnym aspektem je velikost testovaného souboru a taktéz rozloZeni Cetnosti
koncentraci 25-OH vitaminu D v méfenych vzorcich. Vzhledem k ro¢nimu obdobi, kdy byl
proveden odbér biologického materidlu (zafi-listopad) je prevaznd vzorkli v kategorii
nedostatecné saturace vitaminem D.

Literarni zdroje poskytuji dostatek informaci o pribéhu srovnani béZn€ dostupnych
diagnostickych souprav pro stanoveni 25-OH vitaminu D v séru a/nebo plazmé v CR, z nichz
nékteré jsou predmétem zavéreCnych praci pregradualniho vzdélavani. Za vyznamnou lze
povazovat praci Sojdra (2014), ktery prezentuje vysledky srovnani imunoanalytické metody
Elecsys Vitamin D total a kandidatni referen¢ni metody HPLC MS/MS u pediatrické
populace. Pfesto, ze autor uvadi dobrou srovnatelnost metod, statistickd data opctovné
vykazuji vyrazné diference mezi metodami pii zvysujici se koncentrace 25-OH vitaminu D
v biologickém materialu. Prace Klapkoveé et al. (2014) se zaméfuje na srovnani stanoveni
vitaminu D u postmenopauzalnich zen s prokdzanou osteopordézou a bez postizeni skeletu.
Autofi ke stanoveni pouzili HPLC kit Recipe a 25-OH Vitamin D (Abbott, imunoanalyticky
princip). Klapkova (2014) uvadi statisticky vyznamny rozdil mezi metodami stanoveni,
pricemz predpoklad autorky byl naméfeni vysSich koncentraci 25-OH vitaminu D pomoci
imunoanalytické metody (Abbott, CMIA), pfesto zavery tohoto Setfeni bylo zcela opacné.
Namétena data Klapkové zcela kopiruji zavéry predkladané rigordzni prace, presto ze vyber
testovaného soubory byl k této praci zcela ndhodny a prevazujici nedostateCna saturace
organismu vitaminem D je rovnéZz pozorovana. Za zminku stoji taktéZ prace Bartose, Svagery
a Safaréika (2011), ktefi testovali srovnatelnost RIA metody (DiaSorin) pro stanoveni 25-OH
vitaminu D a jiZ zmiovaného imunochemického stanoveni Elecsys Vitamin D total (Roche)
na souboru 42 vzorkil. Autofi prezentuji uspokojivou srovnatelnost obou metod, piesto

upozoriwji, ze ,,...problematickou miize byt oblast vyssich koncentraci vitaminu D, pri
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kterych lze ze srovnani vysledkii usuzovat na mozny rozdil mezi obéma metodami s tendenci
poskytovani  nizsich vysledkii metodou Elecsys Vitamin D total...“ (Barto§, Svagera

a Safar¢ik, 2011, s. 29).
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8 ZAVER

Vitamin D je souhrnnym nazvem pro cholekaciferol (vitamin D3y a ergokalciferol
(vitamin D) coz jsou biologicky inertni prekurzory hormonalné aktivni formy — kalcitriolu,
1,25—(0OH), vitaminu D, tato vznikla komponenta piedstavuje dilezitou latku pro regulaci
homeostazy kalcia a fosfatli v organismu.

Poctu nedostateéné saturovanych jedinct vitaminem D v populaci neustale narista,
piicemz pravdépodobnost hypovitaminozy D se zvySuje s vékem, u Zen je vyskyt Castéjsi nez
u muzil. S deficitem a/nebo nedostate¢nou saturaci organismu vitaminem D je spojena fada
patologickych procesti, prevazné s nedostate¢nou mineralizaci skeletu.

Pro laboratorni diagnostiku monitorovani hladiny vitaminu D v krevni cirkulaci
dominuji imunoanalytické a chromatografické metody stanoveni. Imunoanalytické metody
stanoveni nabizeji ¢asové nenarocné a dostupné vySetfeni pro vétSinu rutinnich laboratoti
v Ceské republice. Interpretace laboratorniho vySetieni vsak vyzaduje znalost potencialnich
interferenci a limitace imunoanalytického stanoveni, vcetné dikladné znalosti méfené
veli¢iny, tedy stanovovaného analytu (D, Ds; formy vitaminu D, pfip. jejich sumarni
koncentraci). Limitace, zpisobujici vyrazné diference mezi vyrobci diagnostickych souprav
pro stanoveni vitaminu D u imunoanalytickych metod, nejsou u chromatografickych technik
pozorovany. Ur¢itym omezenim je delsi ¢as analyzy, nutna predptiprava vzorku pired vlastnim
stanovenim, vysoké pofizovaci 1 provozni ndklady a nutnost erudice interpretacniho
pracovnika.

Porovnani metod stanoveni ptineslo mnohé zjisténi, kterda mohou byt napomocna pii
vybéru vhodné analytické metody pro rutinni pouzivani, a kterda mohou mit pfimy dopad na
klinickou interpretaci vysledkii. Nedostate¢nd standardizace méteni vitaminu D
v biologickém materidlu je pfi¢inou systematické diference a vysoké mezilaboratorni
variability mezi pouzitymi diagnostickymi soupravami riznych vyrobct. Tyto diference jsou
opakované publikovany v recentnich studiich tuzemskych a pievazné zahrani¢nich autorii
a potvrzuji je také zavéry externiho hodnoceni kvality tuzemského organizitora a/nebo
zahrani¢nich organizatord. Shrnutim vysledkli vyzkumného Setfeni zaméfeného na
kvantitativni stanoveni 25-OH vitaminu D v séru a/nebo plazmé je nutné opakovat vyjadieni
Friedeckého a Vavrové (2012a): ,, Na otdzku, poloZenou na pocatku konjunktury meéreni

vitaminu D, zda jsou klinické laboratore dostatecné pripraveny na kvalitni stanoveni vitaminu
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vo6

D nelze zatim odpovedet kladne. “ (Friedecky a Vavrova, 2012a, s. 175). Pro testovany analyt
a klinickou interpretaci vysledkii stanoveni je nutné monitorovani jeho hladiny v jedné

laboratofi na totozném pfistroji.
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P¥ilohy

Priloha ¢. 1 Kazuistika - intoxikace vitaminem D
Zdroj: Buckova et al., 2013 (ptevzato a kraceno).

Osobni anamnéza: 21- lety muz pochazejici ze Syrie bez pozoruhodnosti do soucasného
stavu.

Inicidlni problémy: koncem roku 2012 ptfijat na Interni kardiologickou kliniku FN
Brno-Bohunice pro progredujici slabost, nevolnost, zvraceni a dyspepsii. Laboratorné byly
zjiStény znamky nefropatie: urea 8,6 mmol/l (norma 2,8-8,1 mmol/l), kreatinin 270 pmol/l
(norma 62-106 umol/l) a elevace amylazy 3,52 pkat/l (norma), ostatni laboratorni nalezy bez
pozoruhodnosti. Z osobni anamnézy vyplynulo, Ze pacienta v neddvné dobé opakované
hospitalizovali pro obdobné potize s dg. iritacni pankreatitida po dietni chybé. Retence
dusikatych latek byla vysvétlena uzivanim anabolik a steroidf. Tento stav byl lé¢en pomoci
rehydratacni terapie, blokatorti protonové pumpy (Helicid 20 mg) a diety.

Druhy hospitaliza¢ni den byla laboratorné zjiSténa tézka hyperkalcémie 3,8 mmol/l (norma
2,15-2,5 mmol/l) a hrani¢ni fosfatémie 0,81 mmol/l (norma 0,81-1,45 mmol/l). Nasledné
stanovena koncentrace vitaminu D3 v toxickych koncentracich >350 nmol/l (imunochemicky).
Pro sniZzeni hyperkalcémie byla nasazena i. v. terapie rehydratacni a podpora diurézy
furosemidem a intranasalnim kalcitoninem. Jina etiologie hyperkalcémie vylou¢ena — PTH
bpn, RTG skeletu a UZ gastrointestinalniho traktu bpn.

Pfes jazykovou bariéru s pacientem byla dodate¢né zjiSténa skutecnost, kdy si pacient
opakovan¢ aplikoval i. m. blize nespecifikovanou latku pro veterindrni ucely s obsahem
anabolik a vitaminu D; vrozmezi 3 mésici a celkovou aplikacni davkou vitaminu Dj;
14 miliond IU (denni ddvka vitaminu D 140 000 IU, doporucend denni davka vitaminu D €ini
600-1200 IU). Nasledné  laboratorni  stanoveni  bylo  provedeno  pomoci
HPLC-ED a plazmaticka koncentrace vitaminu D ¢inila 1583 nmol/l.

Lécebné opatreni: pro pretrvavajici hyperkalcémii byla k zavedené terapii (hyperhydratace,
furosemid, kalcitonin) ptfiddna terapie kortikoidni a 1écba bisfosfonaty, vcetné prechodné
parenteralni vyzivy z ditvodu elevace pankreatickych enzymu.

Vyvoj onemocnéni: z podezieni na moZnou kardiovaskularni patologii doplnéno ultrazvukové
vySetfeni srdce s ndlezem dysfunkce LK (EF 40%), které potvrdilo kardidlni postizeni pro

pretrvavajici hyperkalcémii. Po zavedené terapii bisfosfonaty dochdzi k postupnému
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snizovani kalcémie, normalizaci hodnot pankreatickych enzymi a kardialnich funkci. Pacient
propustén do domaciho dosetieni po 33 dnech s plazmatickou koncentraci vitaminu D
1024 nmol/1 a kalcia 2,99 mmol/l.

Ambulantni 1é¢ba pokracovala v uzivani diuretik (p. 0.) a bisfosfonatem. Po dvoumésicni
ambulantni 1€¢bé dochdzi k normalizaci plazmatické koncentrace kalcia, elevace hodnot

vitaminu D pfetrvava (680 nmol/l, imunochemicky ECLIA).
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Priloha ¢&. 2 Klasifikace osteoporozy podle MKN-10

Kodovaci znak

MS380.

M2&0.0
M&0.1
M&80.2
M&80.3
M&80.4
M&80.5
M&80.8
M&80.9

MS8I1.

M3&1.0
MS81.1
M381.2
M381.3
M&1.4
MS81.5
MS&1.6
MS81.8
MS81.8

M82.*

M382.0*
M82.1*
M382.8*

Diagnoéza
Osteoporoza s patologickou zlomeninou — frakturou

Postmenopauzalni osteopordza s patologickou frakturou
Postovarektomicka osteopordza s patologickou frakturou
Osteopordza z necinnosti s patologickou frakturou
Poopera¢ni malabsorpéni osteopordza s patologickou
Osteopordza zpisobena 1é¢ivy s patologickou frakturou
Idiopaticka osteopordza s patologickou frakturou

Jiné osteoporoza s patologickou frakturou

Neurcena osteopordza s patologickou frakturou
Osteoporodza bez patologické fraktury

Postmenopauzalni osteopordza
Postovarektomicka osteopordza
Osteopordza z necinnosti

Pooperacni malabsorp¢ni osteopordza
Osteopordza zptisobena 1é¢ivy
Idiopaticka osteopordza

Lokalizovana osteopordza [Lequesneova]
Jiné osteoporoza (stafecka osteoporoza)

Osteopordza NS
Osteoporodza pri nemocech zarazenych jinde

Osteopordza pii mnohocetné myelomatoze (C90.0+)
Osteopordza pii endokrinnich poruchach (E00—E34+)

Osteopordza pii jinych nemocech zatfazenych jinde

Zdroj: SZO, MKN-10, s. 471.
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Priloha €. 3 Klasifikace osteomalacie podle MKN-10
Kodovaci znak Diagnoéza
Ma83. Osteomalacie dospélych

Nepatii sem: osteomalacie: détska a juvenilni (E55.0), vitamin D —
rezistentni (E83.3), ledvinnd osteodystrofie (N25.0), kiivice (aktivni)
(E55.0), . s nasledky (E64.3), . vitamin D — rezistentni (E83.3).

MS83.0 Osteomalacie v Sestinedéli

MS83.1 Stateckd osteomalacie

MS83.2 Osteomalacie dospélych zpiisobena malabsorpci
MS83.3 Osteomalacie dospélych zpiisobena podvyzivou
M83.4 Hlinikové kostni nemoc

MS83.5 Jiné osteomalacie u dospélych zptisobena 1€¢ivy
MS83.8 Jiné osteomalacie dospélych

MS83.9 Osteomalacie dospélych NS

Zdroj: SZO, MKN-10, s. 472.
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Priloha ¢. 4 Klasifikace ostatnich dg. souvisejicich s nedostatkem a/nebo nadbytkem

vitaminu D podle MKN-10.

Kodovaci znak

ESS

E55.0

E55.9

E83

E83.0
E83. 1

E83.2

E83.3

E83.4
E83.5

Diagnoéza

Karence vitaminu D

Nepatii sem: osteomalacie dospélych (M83.-), osteopordéza (M80-—
MS81), nasledky ktivice (E64.3)

Kfivice, aktivni

Osteomalacie:

. détska

. dospivajicich

Nepatii sem: kiivice: u célikalie (K90.0), Crohnovy nemoci (K50.-),
neaktivni (E64.3), renalni (N25.0), vitamin D rezistentni (E83.3)

Karence vitaminu D NS (avitamin6za D)

Poruchy metabolismu minerala

Nepatii sem: nutricni karence mineralit (ES8—E61), poruchy pfistitné
zlazy—parathyroidey (E20—E21), karence vitaminu D (E55.-).

Poruchy metabolismu médi (Menkesova nemoc, Wilsonova nemoc)
Poruchy metabolismu Zeleza (hemochromatoza)

Nepatii sem: anemie: z nedostatku Zzeleza (D50.—), sideroblasticka
(D64.0-D64.3).

Poruchy metabolismu zinku (Acrodermatitis enteropathica)

Poruchy metabolismu fosforu a fosfatdz (nedostatek kyselé fosfatazy,
rodinnd hypofosfatemie, hypofosfatdzie, vitamin D rezistentni:
osteomalacie, kiivice).

Nepatii sem: osteomalacie dospélych (M83.—-), osteopordéza (M80-—
MB&1).

Poruchy metabolismu magnezia (hypermagnezemie, hypomagnezemie)
Poruchy metabolismu kalcia (rodinnd hypokalciurickd hyperkalcemie,
idiopatickd hyperkalciurie).

Nepatii sem: chondrokalcindza (M11.1-M11.2), hyperparathyre6za
(E21.0-E21.3).
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E83.8
E83.9

Jiné poruchy metabolismu mineralt

Poruchy metabolismu mineralit NS

Y54 Prostifedky piusobici primiarné na vodni rovnovahu, pifeménu minerali a

metabolismus kyseliny mocové — 1éKy, 1é¢iva, navykové a biologické latky jako pric¢ina

nezadoucich ucinki p¥i lé¢ebném pouziti.

Y54.
Y54.
Y54.
Y54.
Y54.
Y54.
Y54.

Y54.

Y54.
Y54.

0
1

AN N B~ WD

Mineralokortikoidy

Antagonisté mineralokortikoidli [antagonisté aldosteronu]

Inhibitory karboanhydrazy (acetazolamid)

Tiazidova diuretika

Diuretika piisobici v oblasti Henleovy klicky

Jiné diuretika

Prosttedky udrzujici elektrolytovou, kalorickou a vodni rovnovéahu
(rehydratacni soli)

Prosttedky ovlivitujici metabolismus véapniku (hormony a derivaty
parathyreoidni, skupina D vitaminu)

Prosttedky ovliviiujici metabolismus kyseliny mocové

Mineralni soli, nezafazené jinde

Zdroj: SZO, MKN-10, s. 176, 185, 795.

80



w7

Filoha ¢&. S Typické drZeni téla u nemocné s osteoporézou

Zdroj: Topinkova, Eva. Obrazovy atlas chorobnych stavi. s. 80.
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Priloha €. 6 Sekundarni osteoporéza u pacienta dlouhodobé lé¢eného glukokortikoidy

Zdroj: Topinkova, Eva. Obrazovy atlas chorobnych stavil. s. 82.
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